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RESUMO

Os Nanotubos de carbono (CNT), nanotubos de carbono oxidado (CNTox) e nanotubos
de carbono de acesso restrito revestidos com albumina de soro bovino (RACNT-BSA)
foram sintetizados e caracterizados por microscopia eletronica de transmissdao (MET),
microscopia eletronica de varredura e espectroscopia por energia dispersiva de raios X
(MEV-EDS), analise termogravimétrica (TGA), espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman e potencial zeta (PZ). Defeitos
estruturais foram observados por MET para os materiais oxidados. A maior estabilidade
térmica foi observada para CNTox e os espectros de espectroscopia Raman e as curvas
de PZ também confirmaram a presenca de grupos funcionais ap6s a oxidacao &cida,
caracteristica importante para a adsor¢do do metal. Os materiais foram empregados na
adsorcdo de ferro em solucdo aquosa e proteicas e utilizou-se a Espectrometria de
Absorcdo Atdmica com Chama (FAAS) para detecgcdo. As capacidades adsortivas de
ferro dos materiais foram 44,73 + 0,29, 43,29 + 0,11 e 31,55 + 0,29 mg g*,
respectivamente para CNT, CNTox e RACNT-BSA. O modelo fracionario de Avrami foi
0 que melhor se ajustou aos dados de cinética para todos 0s materiais, sugerindo que o
mecanismo de interacdo é baseado na quimissorcdo e fisissorcdo. Com relacdo ao
mecanismo de adsorcao pelo ajuste do modelo de Weber-Morris, foram predominantes
0s mecanismos de difusdo externa e difusdo intraparticula para 0 CNT e CNTox e para o
RACNT-BSA ocorreu preferencial adsorcdo na sua parte externa, seguido de condicdo
de equilibrio. Os testes de dessorcdo empregando CNT mostraram que a maxima
dessorcdo dos ions ferro foi obtida empregando uma solugdo de acetato de sodio
(1,5 mol L™?). Testes de reuso revelaram que os materiais podem ser aplicados em 5
sucessivos ciclos de adsorcdo/dessorcdo sem perdas de eficiéncia. Assim, CNT e CNTox
podem ser excelentes alternativas para extracdo de ferro de solucbes aquosas, enquanto
RACNT-BSA se mostrou eficiente na extracdo de ferro de meios proteicos, sendo

promissor para preparo de amostras bioldgicas e na producdo de apoproteinas.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono, Material de acesso restrito, Mecanismo de

Adsorcao, extracédo de ferro, Apoproteinas.



ABSTRACT

Carbon nanotubes (CNT), oxidized carbon nanotubes (0xCNT) and restricted access
carbon nanotubes coated with bovine serum albumin (RACNT-BSA) were synthesized
and characterized by Transmission electron microscopy (TEM), scanning electron
microscopy and energy dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDS), Thermogravimetric
analysis (TGA), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy
and zeta potential (ZP). Structural defects were observed by TEM for the oxidized
materials. The highest thermal stability was observed for oxCNT and the Raman spectra
and zeta potential curves also confirmed the presence of functional groups after acid
oxidation. These functional groups are important for the metal adsorption on materials”
surface. The materials were used for the adsorption of iron from aqueous and protein
solution and Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS) was used to detect it. The
materials™ adsorption capacities of iron were 44.73 + 0.29, 43.29 + 0.11 and 31.55 + 0.29
mg. g%, respectively for CNT, oxCNT and RACNT-BSA. Avrami's fractional model was
the one that best fitted the kinetic data for all materials, suggesting that the interaction
mechanism is based on chemisorption and physisorption. Regarding the adsorption
mechanism by fitting the Weber-Morris model, external and intraparticle diffusion
mechanisms were predominant for CNT and oxCNT, and for RACNT-BSA there was
preferential adsorption in its external part followed by equilibrium condition. The
desorption tests using CNT showed that the maximum desorption of iron ions was
obtained using a sodium acetate solution (1.5 mol L™?). Reuse tests revealed that the
materials can be applied up to 5 successive adsorption/desorption cycles, without loss of
efficiency. Thus, CNT and oxCNT can be excellent alternatives for extracting iron from
aqueous solutions, while RACNT-BSA has been shown to be efficient in the extraction
of iron from protein media, being promising for the preparation of biological samples and
in the apoprotein production.

Keywords: Carbon nanotubes, Restricted access materials, Adsorption Mechanism,

Electrostatic Interactions, Apoproteins.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos tém sido degradados devido a uma variedade de efluentes
gerados de inddstrias de mineracdo, refino de petroleo, téxtil, agrotoxicos, tintas e
pigmentos (DUAN et al., 2020; HOANG et al., 2022). Consequentemente, ha uma
variedade de metais nesses efluentes, como chumbo, cadmio, cobre, arsénio, niquel,
cromo, zinco, mercurio e ferro (HOANG et al., 2022; ZHAI et al., 2020). Esses metais
podem representar um grande risco para humanos e animais, causando doencas graves e
distdrbios neurolégicos (HOANG et al., 2022).

Especificamente em Minas Gerais, Brasil, uma quantidade elevada de ions ferro
presente nos efluentes, devido ao descarte inadequado das indUstrias siderdrgicas e de
mineracdo, tornando-se um problema ambiental. Assim, sua remocdo é de grande
importancia (DUAN et al., 2020; HOANG et al., 2022).

Muitos metais poluentes, se encontram em concentragdes que nao séo detectadas
pelas técnicas convencionais de anélise quimica. Nesse contexto, estratégias para extrair
e pré-concentrar, esses metais, sdo necessarias antes de seu monitoramento analitico.

Uma variedade de adsorventes a base de nanotubos de carbonos (CNT, do inglés
carbon nanotubes) tem sido aplicada nesses casos. A versatilidade desses nanomateriais
esta relacionada as diferentes formas de modificacdo superficial, podendo ser aplicados
em diferentes amostras (I11JIMA, 1991; SABZEHMEIDANI et al., 2021; SINGH et al.,
2021).

Os CNT, foram descobertos pelo cientista japonés Sumio lijimaem 1991 (11JIMA,
1991). Desde entdo, tém sido aplicados em vérias areas da ciéncia. Especificamente na
quimica analitica, estes nanomateriais, sdo amplamente explorados na extracdo e pré
concentracdo de analitos organicos e inorganicos (DE FARIA et al., 2017; HOANG et
al., 2022).

Esses materiais podem ser utilizados em suportes cromatograficos na extragdo em
fase sélida (SPE, do inglés solid-phase extraction), dispersdo de matriz em fase sélida
(MSPD, do inglés matrix solid-phase dispersion ), microextracdo em fase solida (SPME,
do inglés solid-phase microextraction) e extracdo sortiva em barra de agitagdo (SBSE, do
inglés stir bar sorptive extraction) (DE FARIA et al., 2017; SOCAS-RODRIGUEZ et
al., 2014). Por outro lado, o principal problema desses adsorventes é quanto a seletividade
em amostras bioldgicas (sangue, plasma, alimentos, etc.) ou amostras ambientais, uma

vez que apresentam elevada quantidade de macromoléculas (proteinas ou &cidos
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himicos). Assim se torna necessaria uma etapa inicial de preparacdo da amostra para a
eliminacdo desses interferentes, como a decomposi¢do da matriz por procedimentos
demorados (digestdo por micro-ondas, via Umida ou seca, etc.) (BARBOSA et al., 2015;
KRUG, 2016).

A fim de solucionar esses problemas inerentes ao uso de CNT em amostras
complexas, Figueiredo e colaboradores (BARBOSA et al., 2015) desenvolveram os
nanotubos de carbono de acesso restrito por meio de recobrimento com albumina
(RACNT-BSA), que possuem a capacidade de extrair metais diretamente de matrizes
proteicas sem a necessidade da etapa prévia de preparo de amostras. Os mecanismos de
exclusdo se baseiam na barreira quimica e fisica (DESILETS; ROUNDS; REGNIER,
1991).

A barreira quimica fundamenta-se na exclusdo de proteinas baseado nas
interacdes eletrostaticas repulsivas entre as proteinas da amostra e a camada albumina
bovina sérica (BSA , do inglés bovine serum albumin) que recobre o material e
simultaneamente provoca a atracdo eletrostatica dos ions metélicos presentes na matriz
(BARBOSA et al., 2015; GOMES et al., 2016). A barreira fisica é caracterizada pelo
pequeno tamanho dos poros do adsorventes, pois apenas pequenas moléculas sdo capazes
de acessar o interior dos mesmos, ja que a barreira de difusdo fisica impede que as
macromoléculas consigam adentrar nesses poros (DE FARIA et al., 2017; DESILETS;
ROUNDS; REGNIER, 1991)..

O RACNT-BSA foi empregado como adsorvente sélido na extracdo direta de ions
metalicos de Cd?* e Pb?* em soro sanguineo humano (BARBOSA et al., 2015, 2016), na
extracdo de fons Cu®* e Zn?" da dismutase superoxido (BALDUINO et al., 2019) e
apresentou uma elevada capacidade de adsorcdo de metais e exclusdo de proteinas.

Outras aplicacdes na adsorcdo de metais, em aguas residuais, (BASSYOUNI et
al., 2020) e até mesmo interagdes com metaloproteinas, foram relatadas (BALDUINO et
al., 2019; GOMES et al., 2016). Portanto, existe um grande potencial para 0 uso desses
materiais na extracdo e pré-concentracdo de ions ferro em solugdes aquosas e amostras

bioldgicas com uma elevada concentragéo proteica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo bibliogréafica versa sobre algumas proteinas e apoproteinas, CNTs,
processos de funcionalizacdo de CNTSs, adsorcdo de metais e proteinas em CNT, materiais
de acesso restrito (RAM do inglés, restricted access media) e os obtencdo e aplicacdo dos
RACNT-BSA.

2.1 ALBUMINAS

A albumina de soro € a proteina mais abundante do plasma sanguineo, com
concentragéo de aproximadamente 40 g L™ (~ 0,6 mol L) (CURRY; BRICK; FRANKS,
1999). Essa proteina tem por fungbes: manutencdo da pressdo osmotica sanguinea,
manutencdo do pH do plasma, efeito antioxidante, marcador de nutricdo e longevidade,
transporte de farmacos, entre outras. Por ser isolada e purificada em grande escala e o
fato de ser um excelente ligante a uma variedade de moléculas, fez com que a albumina
fosse empregada em estudos biofisicos e bioquimicos (PONTREMOLI et al., 2018).

A albumina humana (HSA, do inglés human serum albumin) pode ser cristalizada,
possibilitando pesquisas relacionadas a interacdo com outras proteinas e pequenas
moléculas, visando entender sua funcdo transportadora e marcadora de doengas
nutricionais (HE; CARTER, 1992; LU et al., 2018; ZHANG et al., 2019).

Comparativamente, a BSA possui cerca de 76% de sua sequéncia de aminoacidos
idéntica a HSA, conferindo a BSA funcdes similares a HSA (JR, 1995). Além disso, sua
elevada estabilidade, disponibilidade, baixo custo e por ser uma proteina com composicao
bem definida, faz com que seja frequentemente usada como referéncia para quantificacdo
de outras proteinas de peso desconhecido. Porém, as duas diferem em quantidade de
residuos de triptofano (Trp), possuindo dois residuos denominados Trp-134 e Trp-212 na
BSA, localizados nos subdominios IB e IlA, respectivamente, enquanto a HSA contém
apenas um residuo, o Trp-214, situados no subdominio 11A. H& também diferenca na
sequéncia de sitios N-terminais, apresentando a triade Asp-Thr-His na BSA e Asp-Ala-
His na HSA (HAN et al., 2012; HE; CARTER, 1992).

A BSA consiste em um acoplamento flexivel de dominios semi-independentes,
com massa molecular de 66 kDa, composta de 582 residuos de aminoacidos e trés grandes
dominios estruturalmente similares, denominados de I, Il e 111. Cada dominio contém dois

subdominios, classificados de A e B. As regides responsaveis pelo armazenamento dos
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compostos nas albuminas estéo localizadas nos subdominios I1A e I11A, conhecidos como
sitios | e Il de Sudlow (Figura 1). H& 17 pontes de dissulfeto, que contribuem para manter
sua estrutura terciéria e que resulta em 9 rotacGes, as quais sdo rearranjos similares aos
presentes na HSA (CHlI et al., 2018) (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Figura 1 - (a) Representacéo do arcabouco proteico da BSA e (b) estrutura tridimensional
da HSA

Sitio | de
Sudlow

FONTE: Adaptado de (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

A BSA é amplamente empregada nos estudos de imobilizacdo em suportes, devido a sua
elevada estabilidade, disponibilidade e alta solubilidade em agua (KOPAC; BOZGEYIK;
YENER, 2008; KUDELSKI, 2003). Como o ponto isoelétrico (pl) da BSA esta entre 4,5
e 5,0 e normalmente as condicGes bioldgicas ocorrem em pH neutro, essa proteina fica
carregada negativamente, enquanto em condicGes acidas, fica carregada positivamente
(GOMES et al., 2016). A densidade de carga superficial dos trés dominios da BSA
influencia em sua adsorcdo (MCCLELLAN; FRANSES, 2003; NAVEENRAJ;
ANANDAN, 2013). Por exemplo, a ocorréncia de ambos residuos de aminoécidos
carregados negativamente (&cido glutamico e aspartico) e carregados positivamente
(lisina, histidina) na BSA podem resultar interacdes eletrostaticas atrativas a superficies
carregadas positivamente e/ou negativamente (KUDELSKI, 2003). Portanto, a adsorgédo
de BSA é um fenbmeno fortemente dependente do pH (ALKAN et al., 2006; GOMES et
al., 2016).

2.2 INTERGCAO METAIS PROTEINAS

Nos proximos topicos serdo abordados a interagdo dos metais com peptideos,

metaloproteinas e apoproteinas.
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2.2.1 Importéncia biologica dos metais

Os metais desempenham diversas fungdes bioldgicas dependendo das
caracteristicas quimicas e de sua disponibilidade nos organismos vivos. Mesmo gue sejam
menos abundantes que outros elementos, sdo indispensaveis para diversas funcdes,
principalmente para as proteinas.

Na composi¢do do organismo humano, quatro elementos correspondem a 99%,
sendo os atomos de hidrogénio (62,8%), oxigénio (25,4%), carbono (9,4%) e nitrogénio
(1,4%). Apenas 1% ¢ atribuido a outros elementos, destacando-se 0s metais, 0s quais sdo
de suma importancia em diversas rea¢es que ocorrem no meio bioldgico (CRICHTON,
2019; LIPPARD; BERG, 1994). O quadro 1 mostra a concentracao de alguns metais nos

organismos de forma geral.

Quadro 1 - Concentragdo (mol dm®) de metais nos

Organismaos.

Metal | Plasma sanguineo | Citoplasma
Na 101 <107
K 4x10°° <3x10%
Mg 103 ~103
Ca 103 =107
Fe 1016 ~ 107
Zn 10 <10
Cu 1012 <101
Mn - =10
Co - <10°
Ni - <1010
Mo - <107

FONTE: Adaptado de (ATKINS et al., 2010).

A deficiéncia de alguns metais pode ocasionar doencas que podem levar a morte.
Portanto, ha necessidade de uma alimentacdo que forneca a quantidade requerida destes
ions e para alcancar um valor ideal pode-se utilizar suplementos alimentares. O quadro 2

lista alguns metais e efeitos causados pela deficiéncia dos mesmos.

Quadro 2 - Doencas e sintomas causados pela deficiéncia de metais.

(continua)
Metal | Doencas e sintomas
Célcio Osteoporose e retardo no crescimento 6sseo
Cobalto Anemia perniciosa (deficiéncia de vitamina B12)
Cobre Desordem de Menkes: desordens sanguineas
Cromo Intolerancia a glicose e risco de doencas cardiovasculares
Estanho Retardo do crescimento
Ferro Anemia

Disfunc6es neuromusculares, cirrose hepatica, deficiéncias

Magnésio diuréticas e efeitos de absorcao de nutrientes
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Quadro 2 - Doencas e sintomas causados pela deficiéncia de metais.
(conclusdo)

Metal | Doencas e sintomas
Manganés Retardo do crescimento
Molibdénio Carcinogénese nos seios e cancer no eséfago

Retardo do crescimento 6sseo e anormalidades dos
hepatécitos
Potéssio Bulimia; anorexia nervosa e acidez renal
S6di Hiponatremia, sindrome de secrecgdo inapropriada de
odio .. R
horménio antidiurético
Retardo no crescimento, atrofia muscular, lesdes na pele e
perda de apetite
FONTE: Adaptado de (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013).

Niquel

Zinco

2.2.2 Interacdo metais com peptideos

Na estrutura geral de um aminodcido, existem dois a&tomos doadores de pares de
elétrons (N e O) separados por trés ligacOes, consequentemente, esses sdo capazes de
formar um anel quelato estavel com um atomo metalico. Alguns aminoacidos possuem
ainda doadores de elétrons de cadeia lateral (R), que participam da formacao do complexo
e podem até competir com os grupos o — amino e com a carbonila da cadeia principal
(NELSON; COX; HOSKINS, 2021).

No quadro 3, estdo listadas as principais cadeias laterais de aminoacidos que
interagem com ions metalicos, que na sua maioria sdo constituidos de grupamentos

carbonilas e aminos.

Quadro 3 - Cadeias laterais de aminoacidos que interagem com ions

metalicos.
(continua)
Cadeia lateral | Estrutura | pKa aproximado
(0]
Carboxilato 4
o
+
_ HN™=\
Imidazol NH 6
N
A = NH+
o - Amonio _ 3 6-8
A = NH+
€ - Amonio _ 3 10

OH
Fenélico /©/ 10

Tiol _SH 10



Quadro 3 - Cadeias laterais de aminoacidos que interagem

metalicos.
(conclusdo)
Cadeia lateral | Estrutura | pKa aproximado
H
N. NH,
Guanidino / 12
NH,
Hidroxila ~"SOH > 14
o

Amida )J\ >14
NH,

FONTE: Adaptado de (CHOW; GOODING, 2006).
Nota: pKa = -log Ka (acidez de uma solucéo)
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Nos peptideos simples que possuem cadeias laterais que ndo interagem com ions

metalicos, a ligacdo com o metal pode ocorrer entre o grupo amino e oxigénio da amida

ou 0 grupo amino e nitrogénio da amida. A figura 2 representa a reacao de complexagédo

do ion metélico - dipeptideo.

Figura 2 - Complexacéo do ion metalico com um dipeptideo com cadeias
laterais ndo complexantes.

0]

OH
R HN\» R 0

FONTE: Adaptado de (CHOW; GOODING, 2006).

A complexacdo envolvendo o nitrogénio do grupamento amino e da amida

também permite o envolvimento com um terceiro ligante, o oxigénio da carboxila, sendo

formado um complexo mais estavel, como demonstrado no produto da reagdo acima.

Importante salientar que para ocorrer a coordenacdo do metal com o nitrogénio da amida,

é necessario que ocorra a substituicdo do H da ligacdo N — H pelo metal (M") formando

a ligacdo (N — M"™). Nesta reacdo os ions H" competem com o ion metalico pelo ligante,

tornando assim a reacdo de complexacdo do metal pelo peptideo dependente do pH

(CHOW,; GOODING, 2006).
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Para peptideos maiores, com trés ou mais residuos de aminoacidos, observa-se
uma ligacéo significativamente mais forte entre o metal e o nitrogénio da amida ao longo
da cadeia peptidica envolvida na coordenacdo. Na figura 3 esta representada uma ligacao
de coordenacdo entre o tripeptideo Gli-Cli-His e Cu?'. Essa reacdo envolve a
desprotonacfes sucessiva dos nitrogénios da amida e do nitrogénio do imidazol em
pH 9-10.

Figura 3 - Complexagéo do ion metalico com
um tripeptideo Gly-Gly-His.

/ io
H,N. .N-
S 2%
4’ M ‘\
/\ N~ N=
HN 0
/
coo™
FONTE: Adaptado de (CHOW: GOODING,
2006).

Alguns fatores influenciam na afinidade do ligante por diferentes metais, dentre
eles a dureza/moleza do metal, geometria de coordenacdo do complexo, efeito da
estabilizacdo do campo ligante e dureza/moleza de alguns sitios de coordenacao da
sequéncia de aminoéacidos (HOUSECROFT, 2012).

A intensidade da complexacdo de um ligante com um metal pode ser mensurada
tomando como base a classificacdo dos metais como duros, moles ou intermediarios; ou
ainda a classificacdo como acidos e bases moles ou duros, introduzida por R. G. Person
com base nas interacGes de acidos (receptor de par de elétrons) e bases (doador de par de
elétrons) (AYERS; PARR; PEARSON, 2006). Segundo Person, &cidos duros tendem a
se ligar com bases duras e acidos moles tendem a se ligar com bases moles. Uma regra
pratica geral é que cations pequenos, que ndo sdo facilmente polarizados, sdo duros e
formam complexos com anions pequenos, ja cations grandes sdo mais facilmente
polarizados e s@o macios (HOUSECROFT, 2012). O quadro 4 mostra a classificacao de
acido e base de Lewis referente ao grau de mole, duro e intermediario, quanto aos ligantes

e 0 metal central.
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Quadro 4 - Classificacdo dos acidos e bases de Lewis.

Classificacdo | Ligante (Base de Lewis) | Metal central (Acido de Lewis)
Li*, Na*, K*, Rb*, Be?*, Mg?*, Ca*,
SI'2+, Sn2+, an", an+l A|3+, G6.3+,
|n3+ Sc3+ Cr3+ Fe3+ Co3+ Y3+ Th4+
Pu*, Ti**, [VO]%, [VO,]*

F-, CI, H,0, ROH, R0, [OH]", [ROT",
Duro [RCOz], [CO3]2', [NO3]', [PO4]3', [504]2',
[CIO4], [0X]*, NH3, RNH;

I, H, R, [CN], CO, RNC, RSH, R:S, [RS]-  TI*, Cu*, Ag*, Au*, [Hgz]**, Hg?",
Mole

, [SCN], RsP, RsAs, R3Sh, alcanos, arenos Cd?*, Pd?*, Pt?*, TIS*
Pb2+ Fe2+ C02+ Ni2+ Cu2+ OSZ+

Intermediario  Br-, [N3],, [SCN], ArNH;, [NO], [SOs]* RU™ RA%, 113

FONTE: Adaptado de (HOUSECROFT, 2012).

Os metais duros (ndo polarizaveis) sdo altamente estaveis e formam complexos
predominantemente via ligacdo eletrostatica. A afinidade desses metais pelo ligante
decresce na seguinte ordem (O > P > N > S). Portanto, estes metais se ligam
preferencialmente ao carboxilato encontrado nos peptideos, aminoacidos e a grupamentos
fosfatos no DNA.

Para os metais moles (polarizaveis) ocorre uma inversao na preferéncia de ligacéo
com os ligantes (S > N > P > O). Os metais moles também séo considerados tdxicos,
portanto, ndo sdo essenciais para os sistemas bioldgicos. Aminoacidos, que possuem
nitrogénio, em sua cadeia lateral (histidina, lisina e arginina), ou enxofre (cisteina), se
ligam preferencialmente a metais moles. Tem-se também a classe que possui
caracteristicas intermediarias entre duro e mole. Nesta classe estdo incluidos o Pb?*, Fe?*,
Co?" e Ni?* (CHOW; GOODING, 2006).

O grupo imidazol da histidina (His), por exemplo, é um sitio de extrema
importancia para ligagdes com zinco, cobre e outros ions, enquanto a cisteina (Cys) é o
melhor ligante para ligagdes com metais com alta afinidade pelo enxofre. A ordem de
afinidade dos metais pelo enxofre é: Hg?*~Ag* >> Cu®" > Pb?>*=~Cd** > Zn?* >>
Ca?*~Mg?* (HOUSECROFT, 2012).

No quadro 5 estdo apresentados alguns exemplos de peptideos e fragmentos

peptidicos que interagem com ions metalicos.
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Quadro 5 - Peptideos que interagem com ion metalicos.
Peptideo | Sequéncia [ Metal central | Referéncia

Cd?, Cu?*, Zn#,
Hg?*, Ag* e As®*

Fitoquelatina (Quelante

bioldgico) (y - GluCys)n - Gly) (NAVARRETE et al., 2019)

Glutationa (Quelante Cd?*, Cu?, Zn?,

(y — GluCysGly) (NAVARRETE et al., 2019)

biolégico) Hg?*, Ag* e As®*
Oxitocina (Peptideo
: Cys-Tyr-GIn-Asn- K*, Na*, Ca?*,
hormonal envolvido no Cys-Pro-Leu-Gly MgZ* e Zn* (AVANTI et al., 2011)

ciclo reprodutivo)

Fragmentos peptideos do (Pro-His-Gly-Gly-
Prion (presente no tecido  Gly-Trp-Gly-GIn)n Cu? (CSIRE et al., 2020)
nervoso dos mamiferos) His-Gly-Gly-Gly)

FONTE: Do autor.

2.2.3 Metaloproteinas

Nos sistemas bioldgicos, as proteinas sdo encontradas intimamente associadas a
um cofator metalico para desempenhar a sua funcdo e podem ser chamadas de
metaloproteinas. Se essa metaloproteina catalisa alguma reacdo é chamada de
metaloenzimas (LIPPARD; BERG, 1994). E importante destacar, que essa associa¢io
também ¢é favorecida de forma negativa, por exemplo: alguns metais como chumbo,
mercurio e cddmio, sdo tdxicos, pois interferem na funcdo das metaloenzimas e em outras
vias bioguimicas (SANGI, 2004).

As metaloenzimas sdo classificadas pela Unido internacional de Bioguimica e
Biologia Molecular (IUBMB, do inglés: International Union of Biochemistry and
Molecular Biology), de acordo com a fungdo bioldgica que desempenham. De forma
geral, as enzimas sdo classificadas em seis classes: Oxido-redutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases. No quadro 6, estdo representadas essa

classificacdo quanto a funcdo dessas metaloenzimas.

Quadro 6 - Classificacdo das metaloenzimas pela IUBMB.

(continua)
Classe | Nome | Funcéo | Exemplo
1 Oxido- Catalisar reagdes de éxido- Catalase, citocromo oxidase, tirosinase,
redutases reducédo peroxidases

Transferir grupos funcionais

) Alanina aminotransferase, quinase
entre moléculas

2 Transferases

Catalisar a reacdo de hidrolise
3 Hidrolases com a clivagem de ligacéo C -
O0,C-N,O-PouC-S

Fosfatase acida purpura, peptidades,
urease
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Quadro 6 - Classificacdo das metaloenzimas pela IUBMB.
(conclusdo)

Classe | Nome | Funcéo | Exemplo |
. Adicionar ou remover agua, Fumarase, Glutamato descarboxilases,
4 Liases A . . o
amdnia ou diéxido de carbono anidrase carbdnica
Catalisar a interconversao entre .
5 Isomerases - A Fosfoglicomutase
isdmeros
. Catalisar a ligacdo entre duas .
6 Ligases gag DNA ligase
moléculas

FONTE: Adaptado de (LIPPARD; BERG, 1994).

2.2.3.1 Apoproteinas

A Figura 4 ilustra as partes mais importantes de um sistema /enzima. O sitio ativo
é uma regido da enzima de elevada importancia, pois é constituido de um arranjo de
grupos presentes em cadeias laterais de certas enzimas, que ligam o substrato por ligagdes
ndo-covalentes. Outra regido que se destaca € o sitio alostérico, afastado do sitio ativo.
No sitio alostérico, moléculas pequenas se ligam e causam alteracfes na conformacao
enzimatica, que afetam o sitio ativo, aumentando ou reduzindo a atividade. Portanto, a
maioria das enzimas necessita de moléculas orgéanicas ou inorganicas pequenas,
essenciais para a atividade, que sdo denominadas como coenzimas ou cofatores
(MOTTA, 2006).

Figura 4 - Estrutura proteica, holoenzima, cofator e apoenzima.

Sitio ativo

Matriz

proteica

Holoenzima Apoenzima

Cofator metalico
Fonte: Adaptado de (DAVID L. NELSON, 2014).

Os cofatores sdo pequenas moléculas organicas ou inorganicas, fraca ou
fortemente ligados as enzimas, que podem ser necessarios para a funcéo catalitica da
enzima. Estes cofatores ndo estdo ligados permanentemente a enzima, mas na auséncia
deles, a enzima € inativa. O quadro 7 mostra algumas metaloenzimas e seus respectivos
cofatores metalicos (NELSON; COX; HOSKINS, 2021).
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Quadro 7 - Metaloproteinas e seus respectivos cofatores metalicos.

Proteina (5) | Metal (s)
Catalase, Citocromo C, Citocromo P-450, Ferredoxina, Ferritina,
Hemeritrina, Hemoglobina, Lactoferrina, Mioglobina, Nitrogenase, Ferro
Peroxidase, Ribonucleotide redutase, Rubredoxina, Protocatecuato-3,4-
dioxigenase, Superoxido dismutase
Ascorbato oxidase, Azulina, Citocromo oxidase, Galactose oxidase,
A o N L . Cobre
Hemicianina, Nitrito redutase, Plastocianina, Superéxido dismutase
Anidrase carbdnica, Carboxipeptidases, Superdxido dismutase Zinco
Arginase, Superdxido dismutase Manganés
Glicose-6-fosfatase, Hexoquinase, Piruvato quinase Magnésio
Urease Niquel
Nitrogenase Molibdénio
Glutationa peroxidase Selénio
Piruvato quinase Potassio

FONTE: Adaptado de (LIPPARD; BERG, 1994).

Algumas enzimas, associadas aos metais, sdo denominadas de holoenzimas e séo
altamente reativas em comparacdo as formas desprovidas dos mesmos que Sao
denominadas apoenzimas (NELSON; COX; HOSKINS, 2021).

Dentre as diversas metaloproteinas citadas no quadro7, a enzima escolhida, para
o0 presente estudo, na producdo de apoproteinas, foi a catalase, devido sua importancia

para 0s organismos vivos. No proximo topico seré detalhado a funcéo dessa enzima.
2.2.3.2 Catalase (CAT)

A CAT tem por funcdo catalisar a reducdo do perdxido de hidrogénio a agua e
oxigénio (Reacéo 1).
2H,0, o 0, + 2H,0 Reacdo (1)

Esta enzima normalmente é encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rins e
figado e pode converter até 6 milhdes de moléculas de H20>. O tipo mais comum de CAT
é um tetramero com cerca de 240 kDa de massa molecular, possuindo quatro cadeias
polipeptidicas idénticas. Nessa metaloproteina, cada cadeia polipeptidica com cerca de
60 KDa, possui um anel de protoprofirina complexado com o Fe** atuando como centro
redox (NICHOLLS, 2012). Na figura 5, esta representado a estrutura tridimensional da
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CAT hemica e as aproximacdes sdo as regides onde se encontram 0s anéis de

protoprofirina.

Figura 5 - Estrutura tridimensional da enzima CAT e 0s quatro grupos heme.

HOOC COOH

FONTE: Retirado do banco de dados de proteinas (PDB) (2018). Cédigo: 1th3.
Nota: O Fe estd sempre sob a forma férrica e aparece na aproximagdo no anel
de protoporfirina).

A CAT tem por funcéo atuar como antioxidante, isto é, substancia capaz de atrasar
ou inibir a oxidacdo de um substrato. O papel dos antioxidantes é proteger as células
sadias do organismo contra a acdo oxidante dos radicais livres. Sendo toxico para as
células, o peroxido tem que ser rapidamente convertido numa espécie quimica que nédo
cause danos ao organismo (NICHOLLS, 2012).

2.3 NANOTUBOS DE CARBONOS E SUAS PROPRIEDADES

Os CNT foram descobertos pelo cientista japonés Sumio lijima. Sdo descritos
como uma estrutura cilindrica e oca feita de uma camada circular de carbonos ligados
entre si em configuracdo sp? (11JIMA, 1991). Estes nanomateriais possuem propriedades
eletrbnicas, mecanicas, térmicas e quimicas e tém despertado interesse da comunidade
cientifica desde entdo (RATHINAVEL; PRIYADHARSHINI; PANDA, 2021). O seu
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didmetro é da ordem de poucos nanémetros e seu comprimento pode chegar a varios
micrémetros, sendo que os extremos desses tubos ficam fechados por estruturas tipo
fulereno (FORRO; SCHONENBERGER, 2001).

2.3.1 Tipos de nanotubos de carbono
Os nanotubos podem ser classificados de acordo com o diametro, comprimento e
numero de camadas de grafenos enroladas cilindricamente e podem ser divididos em 3

tipos. Na Figura 6 estdo representadas os CNT quanto ao nimero de paredes.

Figura 6 -Tipos de CNT, em (a) nanotubos de carbono de parede simples, (b) paredes duplas e (c)
paredes multiplas.

(a) SWCNT (b) DWCNT (c) MWCNT

FONTE: Do autor.

Os nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT, do inglés single-walled
carbon nanotubes) descritos na literatura pela primeira vez em 1993, sdo constituidos por
apenas uma camada de folha de grafeno enroladas cilindricamente e possuem diametro
de 1 a 2 nanémetros (IIJIMA; ICHIHASHI, 1993). Dependendo do método de
preparacdo, 0 comprimento e a pureza, esses materiais podem variar de acordo com o tipo
de catalizador empregado e o controle da pressdo atmosférica (RATHINAVEL;
PRIYADHARSHINI; PANDA, 2021). A Figura 6a representa a superficie interna e
externa dos SWCNT.

Os nanotubos de carbono de paredes dupla (DWCNT, do inglés double-walled
carbon nanotubes), sdo constituidos por duas camadas de folhas de grafeno enroladas
cilindricamente. O didmetro do tubo externo varia de 2 a 4 nanémetros e o diametro do
tubo interno de 1 a 3 nandémetros. A figura 6b representa o tubo dos DWCNT.

Os nanotubos de carbono de paredes maltiplas (MWCNT, do inglés multi-walled

carbon nanotubes) sdo constituidos por 3 ou mais camadas de folhas de grafenos. O
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didametro pode variar de 2 a 50 nandmetro, dependendo do numero de paredes. O raio da
camada interna € aproximadamente 0,34 nanGmetros e a distancia entre as camadas
podem alcancar até 2 nanémetros (RATHINAVEL; PRIYADHARSHINI; PANDA,
2021). A Figura 6¢c representa as varias camadas de folhas de grafenos enroladas dos
MWCNT. Neste trabalho, utilizou-se como precursor para a sintese dos materiais
adsorventes 0 MWCNT.

2.3.2 Purificacéo e funcionalizacdo dos CNT

Nos proximos topicos foi discutida a diferenca entre a purificagdo e
funcionalizagdo dos CNT.

2.3.2.1 Purificacao

A purificacdo tem por objetivo eliminar impurezas dos CNT apds o processo de
sintese. Essas impurezas podem ser carbono amorfo, CNT com didmetros menores,
formas alétropas como fulereno e grafite. Vale destacar também as impurezas
relacionadas ao processo de sintese dos CNT como as particulas catalizadoras a base de
metais como (Fe, Ni, Co entre outros) (ROMANOV et al., 2020).

Para eliminacdo das impurezas dos CNT, sdo descritos na literatura dois métodos
de purificacao (fisico e quimico). O meétodo fisico se baseia nas variacdes de tamanho
entre 0s CNT e outras impurezas como fulereno, folhas de grafenos ou CNT de outros
tamanhos. Normalmente sdo empregados a separacdo magnética e sedimentacdo (HOU,;
LIU; CHENG, 2008). Importante ressaltar que a purificacdo fisica tem a vantagem de nao
comprometer a integridade estrutural dos CNT, porém a desvantagem esta na ineficiéncia
da eliminacdo de impurezas como catalisadores (SANKARARAMAKRISHNAN;
GUPTA; VIDYARTHI, 2014).

O método de purificacdo quimica pode ser empregado, principalmente de duas
maneiras: via Umida e seca. Na condi¢do Uumida, empregam-se oxidantes fortes como
acidos concentrados (HNOs, H2SOs), oxidantes (H202, KMnO4) ou misturas, e na
condigdo seca utilizam-se gases como Oz, Oz e plasma. A vantagem da purificagdo
quimica estd na eficiéncia de eliminacdo de impurezas, porém pode se tornar
desvantajosa se as taxas de concentragdo dos acidos ndo forem devidamente controladas

(PATOLE et al., 2008). Dessa forma, além de eliminar essas impurezas, podem causar



33

danos morfologicos irreversiveis a superficie desses materiais, tais como imperfei¢des
(defeitos ou buracos) e até eliminacdo de paredes dos CNT (RATHINAVEL;
PRIYADHARSHINI; PANDA, 2021).

2.3.2.2 Funcionalizacao

A funcionalizagdo dos CNT tem sido vista como uma forma de explorar seu
potencial em diversas aplicacBes tais como na nanotecnologia, quimica, engenharia de
superficie, compdsitos, armazenamento de energia, eletrbnica, biomedicina e
nanomedicina, entre outras (RATHINAVEL; PRIYADHARSHINI; PANDA, 2021).
Devido & natureza quimica de hidrofobicidade dos CNT, estes possuem uma elevada
capacidade de se aglomerarem devido as forcas de Van der Waals e, consequentemente,
uma baixa dispersdo em solucdo aquosa (LAVAGNA et al., 2021). Assim, a
funcionalizacdo é uma boa estratégia para facilitar a dispersdo desses materiais em meio
aquoso, diminuindo assim o comportamento de agregacao entre os CNT (SHARMA et
al., 2016). Esses nanomateriais, funcionalizados, podem ser utilizados de forma a facilitar
a interacdo com diversas moléculas orgéanicas, inorganicas, proteinas, surfactantes,
biopolimeros, entre outros (RATHINAVEL; PRIYADHARSHINI; PANDA, 2021;
SHARMA et al., 2016).

A funcionalizacdo pode ser dividida em duas categorias: covalente ou quimica e
ndo covalente ou fisica. A funcionalizacdo covalente consiste em utilizar métodos que
fazem com que os atomos de carbono dos CNT reajam quimicamente com agentes
oxidantes como solugdes aquosas de acido nitrico, sulfurico e perdxido de hidrogénio ou
misturas de acidos. A consequéncia dessa reacdo € a abertura das extremidades e a
formacdo dos defeitos estruturais nas paredes dos CNT e como produto final, obtém-se
fragmentos de comprimentos menores, cujas extremidades e paredes laterais apresentam
grupos funcionais oxigenados, principalmente, carbonilas (C=0), acidos carboxilicos (O-
C=0), hidroxilas (C-OH), fendlicos, entre outros (HOANG et al., 2022; LAVAGNA et
al., 2021).

Ressalta-se que os grupos funcionais, gerados na superficie dos CNT, dependem
de varios fatores, como a escolha dos agentes oxidantes, concentracdo, temperatura,
tempo de contato e aplicacdo desejada (ZHANG et al., 2003). Esse procedimento € 0 mais
comum no estudo da quimica de modificagdo estrutural dos CNT, mas uma dificuldade

inerente é a introducdo controlada e de forma distribuida de determinados grupos
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funcionais oxigenados, pois a oxidacdo pode danificar, de forma irreversivel, a estrutura
dos CNT, resultando em defeitos, encurtamento de tubos, desaparecimento de CNT de
didmetros menores, perda de material e pode ocorrer um efeito antagonico nas
propriedades elétricas e térmicas desses materiais (ZHANG et al., 2003).

A outra categoria € a funcionalizacdo ndo covalente, a qual se baseia na utilizagédo
de moléculas que sdo aderidas em sua superficie por fisissor¢do. A vantagem desse
método é ndo causar modificacdes nas ligacdes quimicas e defeitos estruturais nos CNT.
Alguns exemplos sdo o uso de surfactantes polimeros sintéticos e biomoléculas
(proteinas, enzimas, entre outros) (SHARMA et al., 2016).

De acordo com a literatura, hd uma variedade de métodos de funcionalizacdo, as
quais dependem da aplicacdo desejada. Na Figura 7 estd representado alguns dos

processos mais estudados.

Figura 7 - Hustracdo das diferentes funcionalizagdes dos CNT.

Acoplamento

redutor
Ar-N,*

FONTE: Adaptado de (BANERJEE; HEMRAJ-BENNY; WONG, 2005).

Neste trabalho foram empregados os dois meétodos de funcionalizacdo. A
covalente, na qual foi utilizado uma solucéo aquosa de &cido nitrico e a funcionalizacéo
ndo covalente, na qual foi utilizada uma solucdo de BSA. Os estudos relacionados aos

mecanismos de interacdo entre esses dois métodos serdo discutidos mais a frente.
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2.3.3 Aplicacédo dos CNT

Devido as diversas aplicagfes dos CNT, serdo abordados com mais detalhes a
utilizacdo dos mesmos com analitos inorganicos, como metais, e macromoléculas como

proteinas e enzimas.

2.3.3.1 Aplicagdo de CNT na adsorcéo de metais

Devido a presenca de uma variedade de metais presentes no meio ambiente em
decorréncia do descarte inadequado das atividades industriais (mineragdo, siderurgia,
téxtil, refino de petroleo, defensivos, tintas, pigmentos, entre outros), 0s CNT possuem
um elevado potencial na aplicacdo como adsorventes solidos na extracdo de ions
metalicos em meio aquoso (BASSYOUNI et al., 2020; HOANG et al., 2022; OUNI;
RAMAZANI; TAGHAVI FARDOOD, 2019; VERMA; BALOMAJUMDER, 2020). No
quadro 8 estdo representados alguns trabalhos empregando os CNT em sua forma pura
(sem modificacdo quimica ou fisica), funcionalizado com modificacbes quimicas

(covalente) e fisicas (ndo covalente).

Quadro 8 - Aplicagdo dos CNT na adsorcéo de ions metélicos em meio aquoso.

(continua)
Adsorvato Adsorvente ( n?gmgx_l) Condic@es experimentais Referéncia
Temp. =25 °C, Conc. ads
MWCNT -Ox 100 =200 mg/L, Co = 10-60 (QUYEN et al., 2018)
mg/L, pH=6
Pb (I1)
Temp. =25 °C, Conc. ads
MWCNT-NCO 196 =10 mg/L, Co =5 mg/L, (OUNI et al., 2016)
pH=6
MWCNT 405 Temp. =55°C, Co=150  npAvOMI et al., 2020)
mg/L, pH=8
Cd (I1) Temp. = 45 °C, Conc. ads
MWCNT -COOH 213 =20 mg/L, Co =50 mg/L, (ALIMOHAMMADY
_ etal., 2017)
pH =8-9
Temp. =50 °C, Conc. ads
MWCNT func. 1,05 =1,1mg/L, Co=0,09 (PARK et al., 2016)
mg/L, pH =10
Zn (1)

Temp. = 25 °C, Conc. ads
MWCNT 156 =400 mg/L, Co = 100
mg/L, pH=5

(MOOSA; RIDHA;
HUSSIEN, 2016)
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Quadro 8 - Aplicacdo dos CNT na adsorcao de ions metalicos em meio aquoso.

(concluséo)

Adsorvato Adsorvente ( n?gmgx_l) Condicdes experimentais Referéncia
MWCNT func. 3- Temp. =25 °C, Conc. ads 5| |MIOHAMMADY et
amino-pirazol 112 =400 mg/L, Co = 150 al., 2018)
mg/L, pH=7,7 v
Ho (b T 20°C d
emp. = 20 °C, conc. ads ) .
MWCNT 71 =500 mglL, Co = 0,01-0,5 (ZHANSdl\%N’ -
mg/L, pH = 4-5
MWCNT func.
Temp. = 45 °C, Conc. ads « .
(CszNz) 25 = 100 mg/L, Co = 0,05-4 (VELICKOVIC et al.,
revestido _ 2012)
3+/Ea2+ mg/l—v pH =3-5
Fe3*/Fe
As (V)
MWCNT Temp. = 25 °C, Conc. ads
decorado oxido - P. = o (BANDARU et al.,
31 =200 mg/L, Cp =1-20
Ce-Fee ma/L. oH = 3 2013)
surfactante gL pr =
MWCNT tratado 120 _ng‘opm: /2|_5 CC'_CE?S%&?E (TOFIGHY:
com quitosana = g o o 9L MOHAMMADI, 2016)
Cu (1) .
MWCNT dopado g Tfr;‘g'm‘ ‘/‘E g _Ccl’gf'lggs (VENKATA RAMANA;
com Ag = o0 Mg/, fo = YU; SESHAIAH, 2013)
mg/L, pH=6
MWCNT Temp. = 25°C, Conc. ads
magnético 9 =300 mg/L, Co = 0,5-20 (YANG et al., 2015)
sulfanados mg/L, pH =10
Co (1) ;
Temp. = 20°C, Conc. ads
h.'V'W(FNT? 16 =600 mg/L, Co=6mglL, (LIU et al., 2013)
idroxiapatita _
pH=8
MWCNT 14 Temp. = 20°C, Co=5-25 (BAYAZIT; KERKEZ,
magnético mg/L, pH=1-5 2014)
Cr (V1) Temp. = 25°C, Conc. ads
MWCNT func. 6,33 =20-60 mg/L, Co=5 (HOSSINI et al., 2014)
mg/L, pH=3
Temp. = 25°C, Conc. ads
CNT-PAMAN 3900 =100 mg/L, Co = 100 (HAYATI et al., 2016)
mg/L, pH=7
Ni (11) oo (KANTHAPAZHAM;
WWONTOR- gy TR SITC GO vvavu
PPy =o0mg 6 9L MAHENDIRADAS,
pH = 2015)

FONTE: Adaptado de (HOANG et al., 2022).

LEGENDA: Qmax € a capacidade adsortiva maxima (mg. g'), Temp. é a temperatura, Co € a concentragio

inicial de adsorvato em mg. L™ e Conc. ads. é a concentracéo de adsorvente em mg. L.

Na quimica analitica, esses materiais sdo utilizados na constru¢do de sensores

eletroquimicos (biossensores) e aplicados como sorventes sdlidos para a analise de

diferentes analitos em uma variedade de matrizes complexas (ambiental, bioldgicas e
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alimentos) (CAMPOS DO LAGO et al., 2020; DE FARIA et al., 2017; FRUGERI et al.,
2020; HERRERO-LATORRE et al., 2018; ISLAM et al., 2019; LI; SHI, 2019; SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2017). A baixa resisténcia a difusdo, elevada capacidade adsortiva
e rapida sorcdo, sdo caracteristicas fundamentais para esses nanomateriais
desempenharem um papel importante na extragdo e pré concentracdo de analitos
(organicos e inorgénicos) (DE FARIA et al.,, 2017; ISLAM et al., 2019; SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2017) .

Suas aplicacdes se baseiam no desenvolvimento de diversos métodos de extracgéo,
incluindo extracdo em fase solida (SPE, do inglés, Solid Phase Extraction), microextracao
em fase solida (SPME, do inglés, Solid Phase Microextraction), extragdo em fase solida
dispersiva (dSPE), microextracdo em fase solida dispersiva (udSPE, do inglés micro
Dispersive solid-phase microextraction), extracdo em fase solida dispersiva com barra
magnética (m-dSPE, do inglés Magnetic dispersive solid-phase extraction), dispersdo de
matriz em fase sélida (MSPD, do inglés Matrix solid-phase dispersion), extracdo sortiva
em barra de agitacdo (SBSE, do inglés Stir bar sorptive extraction) e microextragdo em
fase liquida (LPME, do inglés Liquid-phase microextraction). No quadro 9 estdo
representadas algumas aplicacGes desses sorventes solidos na extracdo e pré concentracao

de metais em diferentes matrizes complexas.

Quadro 9 - Aplicagdo dos CNT utilizados como sorventes em matrizes complexas.

(continua)
an_ CNT Amostra T|po~ Técnica LD Referéncia
metalico extracao
Cabelo humano 4,4x10° (YANGetal.,
Pb (I1) MWCNT-MnO; e 4gua SPE ETAAS ng/L 2011)
Fracdes 0,01-
Cd(l)  MWCNT/COCI  proteicas de SPE  ETAAS 00035 (ACOSTAet
al., 2013)
soro ng/L
As (1), . ) ) 0,3-408 (ALQADAMI
(11),(IV) MWCNT Cosmeticos p-SPE ICP-AES ne/L etal., 2013)
Folhas de 3,69x10°%  (EL-SHEIKH
Hg (11) MWCNT ox tabaco SPE AAS ng/L etal., 2011)
MWCNT/dodecil Solo e 4gua 4,1-4,8 (TOBIASZ et
Cu(m salicilaldoxima mineral SPE FAAS pg/L al., 2012)
Cr(ll)e Sedimento de 288 (EL-SHEIKH
V1) MWENT ox lagos SPE FAAS  oKg  etal,2013)
(PYRZYNSK
< . A;
Co (1) MWCNT Agua mineral dSPE AAS - BYSTRZEJE
WSKI, 2010)
" . (EBRAHIMZ
Au(lll) MWCNT-cooH Aguadestilada,  opp Faas 904 ApEHetal,
torneira e rio pg/L

2013)
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Quadro 9 - Aplicacdo dos CNT utilizados como sorventes em matrizes complexas.
(conclusdo)

an_ CNT Amostra T|po~ Técnica LD Referéncia
metalico extracdo
. . ] (SOYLAK;
FF‘“; (('I'I)If SWCNT Fa””:ascﬂg mgo  gpp FAAs 212 /4L’08 UNSAL,
K9 2010)
7,0x10° (TAJIK;
Zn (1) MWCNT-PAN Cabelo humano SPE FAAS ' TAHER,
ng/L
2011)
MWCNT, Lodo e
Ni (I1) MWCNT oxe  sedimentos de SPE  ETAAS 0’03'/0L’01 (SA\Z/(')?S al.
MWCNT-Alanina lago He
Agua de
Mn (1) MWCNT torneira e poco SPE FAAS 0,058 (AFZALI et
: ng/L al., 2012)
artesiano
MWCNT/[BMIm ) (POURREZA,;
Bi (1) ] Agua de rios SPE FAAS  23pug/L  SHEIKHNAJ
[PFe] DI, 2012)
Agua de 0,013  (WANGetal.,
Se(IV)  MWCNT-FesOs - 8% dSPE  HG-AFS /L 2013)

Agua mineral e SPE ETAAS 0,013 (COSTA et

Sn (“) MWCNT |agos ug/L al., 2011)

FONTE: Adaptado de (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2014).

LEGENDA: MWCNT (Nanotubos de carbono de paredes multiplas), ox. (oxidado), SPE (Extracdo em
fase solida), u-SPE (Micro extracdo em fase sélida), dSPE (Extracdo em fase sélida
dispersiva), ETAAS (Espectroscopia por absorgdo atbmica por atomizacdo eletrotérmica),
AAS (Espectroscopia por absorcdo atémica), ICP-AES (Espectroscopia de emissdo atbmica
por plama acoplado indutivamante), FAAS (Espectroscopia por absor¢éo atbmica por
chama), HG-AFS (Espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracdo de hidretos), PAN
(1-(2-piridilazo)-2-naftol, [BMIm][PFe] (hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio).

2.3.3.2 Mecanismos de interacdo entre CNT e metais

A adsorcao de ions metalicos nos CNT aumenta significativamente apds processos
de funcionalizagdo acida, pois as extremidades dos CNT sofrem aberturas e rupturas e,
nesses locais, ha formacdo de grupos funcionais oxigenados com carga negativa e, por
interacdes eletrostaticas atrativas, os ions metalicos sdo adsorvidos na superficie dos CNT
(GUPTA et al.,, 2016). Além disso, essa modificacdo favorece um aumento na
dispersividade em solucdo aquosa, area superficial e capacidade adsortiva
(IHSANULLAH et al., 2016; LAVAGNA et al., 2021; SRIVASTAVA, 2013).

A maior dificuldade entre pesquisadores que estudam 0s mecanismos de sor¢éo
entre ions metalicos e CNT é a compreenséo do tipo de interacdo que ocorre. Em geral,
as interacOes ocorridas, entre os grupos funcionais e metais, dependem de varios fatores

como: pH da solucéo aquosa, forca idnica, temperatura, tempo de contato, quantidade de
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adsorvente e a natureza quimica do metal (HOANG et al., 2022). Geralmente, 0s
mecanismos mais citados na literatura sao os de quimissor¢éo (troca ibnica, complexacao
e precipitacdo superficial) e os de fisissor¢do (interacdo eletrostatica e adsorcéo fisica)
(DUAN et al.,, 2020; YANG et al., 2019). Na Figura 8 estdo representados esses
mecanismos.

Figura 8- Mecanismos de interacdo entre 0s CNT e 0s metais.
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FONTE: Do autor

Observe que varios mecanismos podem ocorrer na superficie dos CNT ao mesmo
tempo. Por exemplo, a troca i6nica, interacdo eletrostatica e complexacdo podem estar
intimamente relacionadas aos grupos funcionais da superficie gerados pela
funcionalizagdo. Nos CNT, os grupos funcionais oxigenados, oriundos da
funcionalizacdo &cida em sua superficie, interagem predominantemente por interacao
quimica com os ions metalicos (GUPTA et al., 2016). De acordo com a representacdo da
Figura 9, os ions metalicos, quando adsorvidos na superficie dos CNT, ocasionam a
liberacdo de ions H™ em solucgdo e, consequentemente, ha uma diminuicdo do valor do
pH. Este fendbmeno esté totalmente relacionado com a concentracdo dos ions metalicos,

pois quanto mais ions sdo adsorvidos na superficie dos CNT, maior ¢ a redugéo do pH.
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Figura 9 - Esquema do mecanismo de sorgdo de ions metalicos bivalentes na superficie dos CNT.
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FONTE: Adaptado de (GUPTA et al., 2016).

Vale ressaltar que ndo ha um consenso entre 0s pesquisadores quanto ao processo
de funcionalizagéo, pois a maioria dos trabalhos relatam que os grupos funcionais na
superficie dos CNT, sdo de extrema importancia para a adsorcdo dos ions metélicos e,
com isso, 0s CNT oxidados sdo mais eficientes que os CNT sem nenhum tratamento
quimico (DUAN et al., 2020; FU; WANG, 2011; GUPTA et al., 2016; IHSANULLAH
et al., 2015, 2016; REN et al., 2011). Outros autores sugerem o oposto (HOANG et al.,
2022; PILLAY; CUKROWSKA; COVILLE, 2009; WANG et al., 2007). Portanto, a
capacidade adsortiva dos CNT ¢é dependente do método de producdo e,

consequentemente, das suas propriedades fisicas e quimicas relatadas nessa revisdo.

2.3.3.3 Aplicagdes dos CNT e toxicidade

Além das aplicacOes citadas anteriormente, os CNT tém despertado interesse de
areas das ciéncias, como area médica e farmacéutica. Contudo, hd uma preocupacao dos
cientistas quanto a sua toxicidade, devido sua producdo em massa.

Com isso, tém sido conduzidos varios estudos in vitro e in vivo relacionados a esse
assunto (KOLOSNJAJ; SZWARC; MOUSSA, 2007; KOLOSNJAJ-TABI; SZWARC,;
MOUSS, 2012). A grande preocupacdo estd relacionada aos potenciais impactos
ambientais, pois essas nanoparticulas apresentam um risco de exposi¢cdo ambiental,
podendo causar sérios riscos a salde dos seres vivos (citoxicidade, alergénicos e
mutagénicos) (BARBARINO; GIORDANO, 2021; JAMPILEK; KRALOVA, 2021).

Varios autores afirmam que a toxicidade dos CNT in vivo é devida a fatores como:
o tipo de CNT (SWCNT ou MWCNT), método de sintese e impurezas, pois para sintese

utilizam-se catalisadores especificos a base de metais, metodos de purificacéo,
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comprimento e propriedades de agregacdo (FARGHALI et al., 2017; KOLOSNJAJ;
SZWARC; MOUSSA, 2007; LAVAGNA et al., 2021; SALEEMI et al., 2021).
Na figura 10 estdo representadas algumas aplicacbes meédicas e farmacéutica

desses materiais.

Figura 10 - Aplicacdes médicas e farmacéuticas dos CNT.
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FONTE: Adaptado de (SHARMA et al., 2016).

2.3.3.4 Aplicagdo de CNT funcionalizados com macromoléculas

Os CNT tém aplicacdes potenciais em varias areas em que as funcionalizacdes
dos mesmos, permitem a sua utilizacdo em sistemas bioldgicos distintos (HOANG et al.,
2022; LAVAGNA et al., 2021; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2014).

Nessa perspectiva, pesquisadores estudaram a interacdo de CNT com diversos
tipos de moléculas complexas. O quadro 10 descreve trabalhos reportados na literatura

nos Ultimos anos.

Quadro 10 - Aplicagdo dos CNT com macromoléculas

(continua)
CNT | Alvo | Aplicacio | Referéncia
MWCNT, Toxidade e
MWCNT-COOQOH e BSAe IgG biocompatibilidade em (ZHANG et al., 2019)
MWCNT-PEG meio biol6gico

SWCNT, SWCNT- HSA Estudo de interacéo e

OH e SWCNT-NH, toxicidade (LU etal., 2018)

Estudo de conformacéo

MWCNT DNA e estabilidade

(TARDANI et al., 2020)
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(conclusdo)

CNT | Alvo Aplicacio Referéncia
MWCNT e N Estudo cinético de
MWCNT-NH; Lisozima adsorco e otimizacio (ENAYATPOUR et al., 2018)
CNT-PDA-B Ferritina Estudo de dispersdo e (SOYEKWO et al., 2018)
purificacdo de ferritina
MWCNT- Catalase ~ 'Mobilizagdode CATe o p0\ee poUR et al, 2019)
magnéticos reagdes enzimaticas
MWCNT-COOH e . Imobilizacdo de lipase
MWCNT-OH Lipase e suporte, (PADILHA et al., 2018)
Liberacdo controlada
SWCNT e Dexorubicina para doxorrubicina (CHADAR et al., 2021)
MWCNT - .
(quimioterapia)
oNT RNA S'm‘r‘,!ﬁ‘ii‘ﬁu?;d';‘?;”'ca (ANON; MOSADDEGHI;
influenza ; para GHAYEB, 2019)
adsorcao de antivirais
nﬁ\cclleding Extracdo de 4cido
SWCNT o nucleico virais SARS- (JEONG et al., 2021)
virais (SARS CoV/-2
CoV-2)

FONTE: Do autor.

LEGENDA: MWCNT (Nanotubos de carbono de paredes multiplas), SWCNT (Nanotubos de carbono
de parede simples), BSA (Albumina de soro bovino), IgG (imunoglubulina), HSA
(Albumina de soro humano), DNA (&cido desoxirribonucleico), RNA (&cido ribonucleico),
SARS CoV-2 (Novo corona virus), PEG (Polietilenoglicol), PDA (Polidopamina reticulada
com borato).

2.3.3.5 Mecanismo de adsorcdo entre CNT e proteinas

Embora as propriedades dos CNT e proteinas sejam distintas, a juncdo CNT-
proteina tem despertado um grande interesse da comunidade cientifica (CSIRE et al.,
2020; LU et al., 2018; SALEEMI et al., 2021).

As interacGes entre CNT e proteinas podem ser tratadas como funcionalizagdes
ndo covalentes (SANGINARIO; MICCOLI; DEMARCHI, 2017). Nesse caso, as
interacdes que ocorrem normalmente sao fracas, destacando-se as forcas de Van der
Waals e interacBes hidrofdbicas, interacdes m-m que ocorrem entre 0s elétrons
deslocalizados da superficie dos CNT e os residuos aromaticos das proteinas (histidinas,
triptofano, fenilalaninas e tirosinas) e com menos frequéncia as interacOes eletrostaticas,
relatadas em varios estudos com dependéncia da carga proteica e o pH do meio
(MARCHESAN; PRATO, 2015; QUAN; LIU; ZHOU, 2019). Na Figura 11 estdo

representadas as principais interacdes entre os CNT e proteinas.
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Figura 11 - Mecanismos de interagGes entre 0 CNT e proteinas.
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2.4 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO (RAM)

A expressdo “meio de acesso restrito” (RAM, do inglés, restricted access
media ), foi introduzida pela primeira vez na literatura por Desilets et al., em 1991, como
termo geral para suportes cromatograficos que permitem a injecdo direta de fluidos
biolégicos e limitam a interacdo dentro dos poros apenas para moléculas pequenas
(DESILETS; ROUNDS; REGNIER, 1991). A partir desse trabalho, varios materiais a
base de silica foram desenvolvidos e amplamente ultilizados em extracdo direta de
diferentes analitos nas mais diversas amostras bioldgicas (DE FARIA et al., 2017;
FUMES et al., 2015; MENDES; ROSA; FIGUEIREDO, 2021; MULLETT, 2007;
NAZARIO et al., 2017; SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004).

Normalmente, a principal limitacdo na determinacdo de analitos presentes em
matrizes biologicas (soro, plama, urina, leite, etc.) é a incompatibilidade com
macromoléculas presentes com a maioria das técnicas analiticas. Na cromatografia, essas
provocam rapido entupimento da coluna e perda da eficiéncia na capacidade de sorcéo
das colunas cromatogréaficas (LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

Para evitar a rapida deterioracdo das colunas, antes da anélise cromatogréfica, é
necessario um pré-tratamento nas amostras bioldgicas. Na literatura, sdo reportados
diversos procedimentos para a remocdo das proteinas e interferentes em amostras

bioldgicas. Porém, a baixa seletividade destes procedimentos pode resultar na perda de
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alguns analitos através da coprecipitagdo, bem como na supressdo ibnica em
espectrometria de massas, devido a presenca de agentes precipitantes residuais (DE
FARIA etal., 2017; LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

As colunas RAM tém se mostrado uma boa alternativa para o estudo de matrizes
bioldgicas, pois sdo capazes de excluir macromoléculas e reter apenas as moléculas de
menor massa molecular. Nessas colunas, a superficie externa da silica é coberta por uma
rede hidrofilica, enquanto dentro dos poros atuam as interages hidrofobicas, idnicas ou
de afinidade (LIMA; CASSIANO; CASS, 2006). Devido ao tamanho desses poros,
apenas pequenas moléculas sdo capazes de acessar o interior dos mesmos, ja que uma
barreira de difusdo fisica impede que as macromoléculas consigam adentrar nesses poros.
Quando a amostra € injetada em colunas deste tipo, ocorre também uma barreira de
difusdo quimica que € responsavel ndo sé pela retencdo das pequenas moléculas, mas
também pela ndo adsorcdo ou exclusdo das macromoléculas (DE FARIA et al., 2017,
SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004).

Na literatura sdo reportadas pesquisas tendo como objetivo, modificagcdes dos
sorventes convencionais para obter os RAM. Desta forma, todas as vantagens dos
sorventes convencionais (como alta capacidade de adsorcao e seletividade) podem estar
associadas a capacidade de excluir proteinas (DE FARIA et al., 2017).

Os materiais utilizados como adsorventes sdo: materiais a base de silica, polimeros
e mais recentes, os nanotubos de carbono , que podem ser convertidos em RAM através
das modificacGes externas superficiais com grupos hidrofilicos (DE FARIA et al., 2017).

De forma geral, os RAM possuem as barreiras quimica e fisica. A barreira quimica
é caracterizada pela presenca de grupos hidrofilicos impedindo a ligacéo irreversivel de
proteinas que sao repelidas pela superficie dos RAM e a barreira fisica é caracterizada
pelo pequeno tamanho dos poros, desempenhando um papel fundamental no mecanismo
de exclusdo de proteinas (DE FARIA et al., 2017; SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY,
2004).

Em um trabalho realizado por Lima et al., 2006, os autores relataram o
procedimento de preparo de colunas RAM proteina-imobilizada do tipo albumina sérica
bovina (RAM-BSA, do inglés Restricted Access Media — Bovine Serum Albumin). Neste
estudo, as colunas foram preparadas e avaliadas quanto a capacidade de exclusdo das
proteinas do plasma e de retencdo para uma série de farmacos acidos, basicos e neutros
(LIMA; CASSIANO; CASS, 2006). A Figura 12 representa um esquema para fases RAM

simplificado do mecanismo de exclusdo proteica e retencdo de pequenas moléculas.
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Figura 12 - Esquema representando a excluséo de proteinas e retencéo das pequenas
moléculas nas fases hidrofébicas RAM-BSA.
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FONTE: Adaptado de (LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

Os adsorventes sdlidos RAM tém sido empregados nas técnicas miniaturizadas de
extracdo por sor¢do. Destacam-se a SPE (CABALLERO-CASERO et al., 2015; FENG
etal., 2016), SPME (SOUZA et al., 2016) e SBSE (LAMBERT et al., 2005). A figura 13

descreve as trés técnicas utilizadas.

Figura 13 - Técnicas de: (a) extracdo em fase solida, (b) microextracdo em fase
solida e (c) extracdo sortiva em barra de agitacao.
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RAM
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FONTE: Adaptado de (DE FARIA et al., 2017)

As possibilidades de aplicacdo de colunas RAM ndo se restringem apenas as
andlises de fluidos biologicos, mas também podem ser empregadas em amostras
ambientais (BARREIRO et al., 2010; PETROVIC; TAVAZZI; BARCELO, 2002),
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analises de alimentos (CHICO et al., 2008; DE PAULA; DE PIETRO; CASS, 2008),
entre outras.

Devido as importantes aplicagdes dos materiais RAM utilizados na extracéo e pré-
concentracdo de diversos analitos em matrizes complexas, sdo relatadas na literatura
diversas revisdes bibliograficas (DE FARIA etal., 2017; FUMES et al., 2015; MENDES;
ROSA; FIGUEIREDO, 2021; MULLETT, 2007; NAZARIO et al., 2017; SADILEK;
SATINSKY; SOLICH, 2007; SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004). O quadro 11
apresenta resumidamente algumas aplicacdes na determinacao de analitos organicos em

matrizes complexas (sangue e plasma humano, urina, dgua, alimentos, etc).

Quadro 11 - Algumas aplicacgdes recentes de RAM para determinacéo direta de analitos organicos em
matrizes complexas.

(continua)
. . Técnica de . .
Amostra Analito Tipo de RAM preparacio Método Referéncia
. . . ) (HAGINAKA;
AnUcopvuIswante Fasg mtema. SPE por WAKAI, 1992+
s, derivados de fenil, butil e e HPLC- )
metilxantinas e octil e Fase _ INJEGa0. uv HAGINAKA,
. i direta on line WAKAI; YASUDA,
cefalosporinas externa: diol
1990)
Soro
SPE por
humano g rhitdiricos GFFII injecio HBbC' (PERRY et al., 1992)
direta on line
. Coluna
. . Licrosfer® HPLC- (MULLETT etal.,
Benzodiazepinas RP-18 ADS SMPE~ UV 2002)
(comutacéo)
. Coluna
. . Licrosfer® LC- (SANTOS-NETO et
Antidepressivos  pp 18 ADS SMPE — Msims al., 2008)
(comutacéo)
Atropina, Licrosfer® 60
fenoterol XDS
Plasma L] X Coluna de HPLC-
humano Ip,ratoprlo, (S_Og/DloI), comutagio UV (CHIAP et al., 2002)
procaina, solatol e Licrosfer®
terbutalina RP-18 ADS
Cetoprofeno
' Coluna de HPLC- (YAMAMOTO et al.,
p_ropranol_ol e MC-ODS comutagio UV 2009)
imipramina
Acidos Licrosfer® RP- Coluna de LC- (EECKIEE;S ggéﬁlz:
mecapturicos 18 ADS comutacgdo MS/MS 201’ 2) '
Bacl”a‘?'”a' Coluna d 2D (WILLEMSEN:
Urina ri%LonirSgZé SCX-RAM CO‘r’n‘:'th‘: ;) HPLC-  MACHTEJEVAS;
ribu ’ ¢ uv UNGER, 2004)
lisozima e BSA
Peptideos SCX-RAM Coluna de LC- (MACHTEJEVAS et

enddgenos comutagdo MS/MS al., 2007)
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Quadro 11 - Algumas aplicaces recentes de RAM para determinacdo direta de analitos orgénicos em
matrizes complexas.
(conclusdo)

Amostra Analito Tipo de RAM Tecnica cie Método Referéncia
preparacao
Microesferas SPE

magnéticas LC-

Cefalosporinas (separacéo (LIU et al., 2014)

porosas de C-18 e MS/MS
; ; magnética)
funcionalizadas
SCE-RAM Sil-
Leite Melamina e g- Coluna de HPLC-
ciromazina p(SPM/EDMA)  comutacédo uv (ZHANG etal., 2014)
-g-p(GMMA)®
Coluna
Sulfonamidas RAM-SCX- SMPE HPLC- xU etal., 2010)
BSA « uv
(comutacéo)

Sulfamonometoxi
Ovo nae Hisep®
sulfadimetoxina

Coluna de HPLC-

comutacdo  fluoresc. (KISHIDA, 2007)

Mel Claranfenicol MAYI-ODS® Coluna Qe LC-MS (KAWANO etal,
comutagéo 2015)

FONTE: Adaptado de (DE FARIA et al., 2017).

LEGENDA: GFF (Glicina — L-fenilalanina- L-fenilalanina, XDS (Silica diol troca i6nica), ADS (Alquil
diol silica), ODS (Octadecilsilano), SCX (Troca catidnica forte), SPE (Extragdo em fase
solida), SMPE (Micro extragdo em fase solida, HPLC-UV (Cromatografia liquida de alta
performance com detector ultravioleta), LC-MS (Espectrometria de massas acoplada a
cromatografia liquida), (LC-MS/MS) cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de massas do tipo triplo quadrupolo

2.4.1 CNT de acesso restrito a ligacdo com macromoléculas por meio de
recobrimento com albumina (RACNT-BSA)

Como descrito nos topicos anteriores, 0s CNT sdo amplamente empregados, em
diversos processos adsortivos, na extracdo e pré-concentracdo de analitos organicos e
inorganicos em distintas matrizes complexas (GONZALEZ-SALAMO et al., 2016;
SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2017). Essas aplicacdes s&o devidas as propriedades fisicas
e quimicas intrinsecas desses materiais, destacando-se uma elevada resisténcia mecanica,
elétrica, térmica e principalmente elevada area superficial, caracteristica fundamental
para estudos de adsorcio (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2014).

Entretanto, em todas as aplicacfes em amostras bioldgicas, necessitam-se de uma
etapa prévia no preparo das amostras a fim de eliminar o efeito indesejavel das matrizes
complexas, devido a presenca de macromoléculas (proteinas). Quando os analitos
encontram-se em meios com alta concentracdo de macromoléculas como nas amostras de
sangue total, plasma, soro, alimentos e etc., 0 material ndo apresenta bom desempenho e

retém grande quantidade de proteinas em sua superficie externa, causando perda de
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seletividade, diminuicdo de sua vida util e risco de degradacdo de colunas analiticas
(BARBOSA et al., 2015, 2016; DE FARIA et al., 2017).

A maioria das técnicas analiticas utilizadas para a determinacdo de analitos
organicos e inorganicos, requer que a amostra esteja na forma de solucdo aquosa e livre
de interferentes (macromoléculas e proteinas) para isso, sdo empregados métodos de
decomposicdo (digestdo por via Umida empregando acido concentrado ou misturas,
microondas, decomposicdo por combustdo com elevadas temperaturas, etc.) (KRUG,
2016). Esses métodos de decomposicao podem ser trabalhosos, perigosos e morosos.
Além disso, sdo susceptiveis a contaminacdo da amostra e também perda dos analitos.

A fim de solucionar esse problema, Barbosa e colaboradores desenvolveram o0s
nanotubos de carbono de acesso restrito revestidos com BSA entrecruzada quimicamente
com glutaraldeido (RACNT-BSA) (BARBOSA et al., 2015). Este material uniu as
propriedades de exclusao proteica dos materiais RAM-BSA com a elevada capacidade de
adsorcdo de moléculas orgéanicas e inorganicas dos CNT.

De acordo com os autores, 0s RACNT-BSA tém potencial para ampla utilizacéo
e comercializacdo em industrias e laboratérios que trabalham com andlises de metais e
compostos organicos em fluidos bioldgicos, podendo ser acondicionados em qualquer
sistema de extragdo, que utilize sorventes solidos, com a grande vantagem de ser possivel
a injecdo direta de fluidos proteicos sem qualquer etapa prévia de desproteinizacdao. Além
disso, 0 RACNT-BSA foi utilizado mais de 300 vezes sem perder a capacidade de
extracdo/exclusdo (BARBOSA et al., 2015, 2016). No quadro 12 estdo representados
trabalhos empregando esse material.

Quadro 12 - Algumas aplicacGes recentes de RAM para determinacdo direta de analitos organicos e
inorganicos em matrizes complexas.

(continua)
Tipo de Amostra Analito Tecnica dﬂe Método Referéncia
CNT preparagio
Soro o4 Coluna com e (BARBOSA et al.,
RACNT humano Cd sistema FIA TS-FF-ASS 2015)
Soro 24 Coluna com (BARBOSA et al.,
RACNT humano Pb sistema FIA 1O TTASS 2016)
RACNT Soro _ Antl-_ Coluna qe HPLC-UV (DE FARIA et al.,
humano hipertensivos comutagéo 2017)
RACNT  [lasma  ani convulsantes ~ COMMade gy ¢y (DOSSANTOSet

humano comutagéo al., 2017)
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Quadro 12 - Algumas aplicacOes recentes de RAM para determinacdo direta de analitos orgénicos e
inorganicos em matrizes complexas.

(conclusédo)

Tipo de Amostra Analito Tecnica oNIe Método Referéncia
CNT preparacao
RACNT Leite bovino Tetraciclinas Coluna (:1e HPLC-UV (DEFARIAetal,
comutagéo 2017)
Extracdo em (VIEIRA;
Agua de . b SANTOS;
RACNT lago Fungicidas fase Z?;L%a por GC-MS FIGUEIREDO,
2017)
CNT e Solucéo de
dismutase 2 2 Extragdo em (BALDUINO et
mZAn%[[\il;S superoxido CueZn fase sélida FAAS al., 2019)
g (Cuezn)
CNTe - x
. . Pesticidas Separacao por i (CAMPOS DO
RAC,'\.IT Leite bovino organofosforados ima GC-MS LAGO et al., 2020)
magneticos
RACNT L Separagao por o) o e (FRUGERI etal.,
" Leite bovino  Organofosforados  imd e sistema .
magnetico FIA UV-Vis 2020)
Plasma S Microextracéo HPLC- (CRUZ et al.,
RACNT humano ANUI-pSICONICOS o ace solida MS/MS 2020)

FONTE: Do autor.

LEGENDA: FIA (Analise por inje¢do em fluxo), TS-FF-ASS (espectrometria de absor¢do atdmica com
forno tubular na chama e aerossol térmico), FAAS (Espectroscopia por absor¢do atdbmica por
chama), HPLC-UV (Cromatografia liquida de alta performance com detector ultravioleta),
GC-MS (Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas), HPLC-MS/MS
(cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas em Tandem HPLC-MS/MS.

Ao aplicar o RACNT-BSA em um meio contendo uma elevada concentragao
proteica e ions metalicos com o valor de pH da solucéo sendo superior ao ponto isoelétrico
(p!) do adsorvente, as proteinas, presentes na solucdo, e a camada de BSA, do adsorvente,
ficam carregadas negativamente. Portanto, ocorre uma repulsdo eletrostatica entre a
camada de BSA e as proteinas e, simultaneamente, h4 uma atragdo eletrostatica entre os
ions metalicos (carregados positivamente) e a superficie do RACNT-BSA (GOMES et
al., 2016). Ressalta-se também a influéncia da barreira fisica, o qual é caracterizada pelo
pequeno tamanho dos poros do adsorvente, pois apenas pequenas moléculas sdo capazes
de acessar o interior dos mesmos e o impedimento das macromoléculas (DE FARIA et
al., 2017; DESILETS; ROUNDS; REGNIER, 1991). A Figura 14 mostra os possiveis

mecanismos de exclusdo proteica e extracdo de ions metalicos.
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Figura 14- Nanotubos de carbono de acesso restrito revestidos com camada
externa de BSA entrecruzada quimicamente com glutaraldeido
(RACNT-BSA).
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Ainda existem muitos fatos a serem elucidados sobre este material. Por exemplo,
0s mecanismos de interacdo envolvidos entre os ions metélicos e os diferentes materiais
como CNT, CNTox e RACNT-BSA.

2.5 ADSORCAO

A adsorcdo € uma operacdo de transferéncia de massa, a qual estuda a habilidade
de certos sélidos em concentrar na sua superficie determinadas substancias existentes em
fluidos liquidos ou gasosos, possibilitando a separacdo dos componentes desses fluidos.
Uma vez que os componentes adsorvidos se concentram sobre a superficie externa,
quanto maior essa superficie externa por unidade de massa sélida, tanto mais favoravel
sera a adsorcdo. A espécie que se acumula na interface do material € normalmente
denominada de adsorvato ou adsorbato e a superficie sélida na qual o adsorvato se
acumula chama-se adsorvente ou adsorbente (RUTHVEN, 1984). A Figura 15 ilustra

como ocorre 0 processo de adsor¢do em um s6lido poroso.
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Figura 15 - Processo de adsor¢do em um solido adsorvente.
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A contaminacgdo quimica da agua é decorrente de inimeros poluentes organicos e
inorgénicos, gerados por fontes como esgotos industriais e domésticos. Os poluentes
inorganicos sao metais toxicos (mercurio, cadmio, crémio, arsénio, chumbo, prata, cobre,
niquel, ferro, entre outros) (BASSYOUNI et al., 2020; SINGH et al., 2021) e organicos
como BTEX (benzeno, Tolueno, etilbenzeno e xilenos) que sdo compostos volateis
encontrados na gasolina e derivados de petroleo (ANJUM et al., 2019) e HPAs
(Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), que sdo compostos produzidos a partir da
gueima incompleta de substancia como carvéo, lenha e gasolina (MATEOS et al., 2019).
Essas substancias, encontradas em quantidades traco, geralmente, oferecem resisténcia a
métodos de degradacdo bioldgica ou ndo sdo removidos efetivamente por métodos de
tratamento fisico-quimicos (SINGH et al., 2021).

A adsorcdo tornou-se, entdo, um dos métodos mais populares para esse fim,
ganhando importancia como um processo de separacdo e purificacdo, nas ultimas
décadas. Esse método tem sido objeto de interesse dos cientistas, apresentando
importancia tecnoldgica, bioldgica, além de aplicacdes praticas na industria e na protecao
ambiental, tornando-se uma ferramenta util em varios setores (BASSYOUNI et al., 2020;
BORJI et al., 2020; YIN et al., 2020). Além disso, a adsor¢do € um dos processos mais
eficientes de tratamento de aguas e aguas residuarias, sendo empregado nas industrias a
fim de reduzir os niveis de compostos toxicos ao meio ambiente dos seus efluentes (DE
OLIVEIRA et al., 2020; SABZEHMEIDANI et al., 2021; YANG et al., 2019).
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2.5.1 Tipos de adsorgao

A interagdo entre o soluto e a superficie do adsorvente resulta da existéncia de
forcas atrativas ndo compensadas na superficie do sélido. Conforme a natureza das forcas
envolvidas, podemos distinguir dois tipos de adsor¢do, adsorcdo fisica (fisissorcao) e
adsorcdo quimica (quimissorcdo) (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017).

Os conceitos de quimissorcdo e a fisissor¢do séo distintos. Entretanto, os dois
mecanismos de adsor¢do ndo sdo completamente independentes. A distingdo se uma
espeécie € fisica ou quimicamente adsorvida ndo é clara (ADAMSON; GAST, 1997) e,
muitas vezes, ambos 0s processos podem ser descritos em termos dos principios de
adsorcdo fisica. De forma geral, as diferencas entre a adsorcdo fisica e adsor¢do quimica

sdo relatadas nos dois proximos tépicos.

2.5.1.1 Adsorcao fisica ou fisissor¢do

A adsorcao fisica, a ligagdo do adsorbato a superficie do adsorvente envolve uma
interacdo relativamente fraca que pode ser atribuida as forcas de Van der Walls, que sdo
similares as forcas de coesdo molecular e interacdes eletrostatica. Do ponto de vista
termodindmico, a energia de ligacdo adsorvato-adsorvente apresenta um valor entélpico
médio abaixo de 10 Kcal mol™. Ou seja, da ordem de uma condensacgio/vaporizagao.
Ressalta-se que a adsorcdo fisica, é inespecifica. Outra maneira de se interpretar a
adsorcdo fisica sugere que ela ocorre quando forcas intermoleculares de atracdo das
moléculas na fase fluida e da superficie sélida sdo maiores que as forcas atrativas entre
as moléculas do préprio fluido (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017). Este tipo de
adsorcao é rapido e reversivel decorrendo da acdo de forcas de atracdo intermoleculares
fracas entre o adsorvente e as moléculas adsorvidas (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et
al., 2017). Outra peculiaridade da fisissorcéo é a possibilidade de haver varias camadas
de moléculas adsorvidas (TAN; HAMEED, 2017).

2.5.1.2 Adsorcdo quimica ou quimissorgdo
A quimissorcdo envolve a troca ou partilha de elétrons (ligacGes covalentes) entre

as moléculas do adsorvato e a superficie do adsorvente, resultando em uma reacao

quimica. Isso resulta essencialmente numa nova ligagdo quimica e, portanto, bem mais
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forte que no caso da fisissor¢do. Ou seja, da ordem do calor de reacdo, acima de 20 kcal
mol™? (TAN; HAMEED, 2017). A adsorcéo quimica é altamente especifica e nem todas
as superficies solidas possuem sitios ativos capazes de adsorver quimicamente o
adsorbato. Deve-se ressaltar que nem todas as moléculas, presentes no fluido, podem ser
adsorvidas quimicamente, somente aquelas capazes de se ligar ao sitio ativo e, também,
como nao ocorre formacao ou quebra de ligagdes, a natureza quimica do adsorbato néo €
alterada (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017).

2.5.2 Fatores que afetam no processo de adsor¢ao

Os fendbmenos de adsorgéo séo resultados de uma combinagdo entre os tipos de
forcas envolvidas na adsorcéo fisica e quimica. Desta forma, a eficiéncia da adsor¢édo de
um dado soluto depende de varios fatores os quais incluem: natureza do adsorvente
adsorvato e as condicOes de adsor¢do (SALAME; BANDOSZ, 2003).

As caracteristicas dos adsorventes dependem da area superficial, distribuicdo do
tamanho dos poros, conteudo de cinzas, densidade e o tipo de grupos funcionais presentes
na superficie. A natureza do adsorvato depende da polaridade, hidrofobicidade, tamanho
da molécula, solubilidade e acidez ou basicidade (determinado pela natureza do grupo
funcional presente na superficie) (SALAME; BANDOSZ, 2003; TAN; HAMEED,
2017).

Para as condi¢bes de adsorcdo, os fatores que influenciam sdo: temperatura,
polaridade do solvente, velocidade de agitacdo (dispersdo de particulas homogéneas),
relacdo das quantidades de sélido/liquido (quanto mais alta, maior a taxa de adsorcao),
tamanho das particulas (quanto menor o tamanho, maior a superficie de contato),
concentracdo inicial (taxa é proporcional a concentracao inicial usada porque modifica o
coeficiente de difusdo) e presenca de outras espécies competindo pelos sitios de adsorcao.

A matéria mineral (cinzas) do adsorvente tem, por regra geral, um efeito deletério
sobre o processo de adsorcao, ja que pode preferencialmente adsorver dgua devido ao seu
carater hidrofilo, reduzindo a adsor¢do do adsorvato (BANSAL; GOYAL, 2005).
Também, impurezas da superficie do carvdo podem limitar a adsor¢do, podendo repelir
as moléculas do adsorvato (ADAMSON; GAST, 1997).

Muitos trabalhos reportam o valor de pH e os grupos funcionais como sendo 0s
pardmetros mais importantes para influenciar e controlar a adsorgdo de ions metélicos e

de compostos organicos e inorganicos em solucGes aquosas. Estes dois parametros
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determinam a natureza e a concentracdo iénica de espécies moleculares em solucéo
(BANSAL; GOYAL, 2005). O pH afeta a adsor¢do na medida em que determina o grau
de distribuicéo das espécies quimicas. A intensidade desse efeito pode ser maior ou menor
conforme o adsorvente, uma vez que as cargas da superficie do adsorvente dependem da
sua composicdo e das caracteristicas da superficie (DE OLIVEIRA et al., 2020; TAN;
HAMEED, 2017).

Um indice conveniente da tendéncia de uma superficie se tornar positiva ou
negativamente carregada, em funcdo do pH, é o valor requerido deste para que a carga
liquida do adsorvente seja nula, o chamado ponto de carga zero, pH(pzc). Para valores de
pH inferiores ao pH(pzc), a carga superficial é positiva e a adsorcdo de anions é
favorecida; e, para valores de pH superiores ao pH(pzc), a carga superficial é negativa e
a adsorcdo de cations é favorecida (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017).

2.5.3 Cinética de adsorcao

Os estudos cinéticos de adsorcao sdo importantes para compreensao da interacao
adsorvente/adsorvato, atraves da determinacdo de parametros como ordem de reacao,
constante de velocidade, energia de ativacdo, taxa de adsorcao inicial. O estudo cinético
também estabelece 0s tempos necessarios para se alcancar o equilibrio para determinadas
condicdes experimentais. Estes tempos sdo necessarios para os estudos de adsor¢do em
equilibrio e para o perfeito planejamento do emprego do material como adsorvente sélido,
para que 0 processo ocorra no tempo mais rapido e eficiente possivel, com economia de
tempo e de custos.

Portanto, a dinamica, de um processo de adsor¢do, pode ser estudada através de
sua cineética, a qual descreve a taxa de soluto que é removido do sistema pelo adsorvente
por um certo tempo. Predizer a taxa de remocdo do adsorvato pelo adsorvente, € um fator
crucial para o projeto de qualquer sistema que empregue a técnica de adsorcao
(PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009).

Nesse sentido, alguns modelos foram propostos para descrever o comportamento
cinético dos processos de adsor¢do, podendo ser divididos em trés categorias principais:
Modelos reacionais, difusionais e exponenciais duplos (RUSSO et al., 2015). Os modelos
reacionais sdo baseados em taxas de reagdes quimicas (ARM, do inglés Adsorption
Reaction Model), que consideram que a adsorgcéo pode ser expressa COmo uma reagao

quimica, ja os modelos difusionais sdo baseados nos processos de transferéncia de massa
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(ADM, do inglés Adsorption Difusional Model), onde os caminhos difusionais do
adsorvato sdo levados em consideragédo e os modelos exponenciais duplos (DEM, do
inglés Double Exponencial Model), consideram termos de difuséo interna e externa.

Os principais modelos utilizados sdo os modelos reacionais, baseados na lei da
velocidade para reacBes quimicas. Eles consideram o processo de adsor¢cdo como um
todo, sem levar em conta todas as suas etapas (QIU et al., 2009). Esses também s&o 0s
modelos mais simples, uma vez que seus parametros podem ser facilmente obtidos por
meio de regressdes lineares ou ndo lineares (RUSSO et al., 2015).

A descricdo da cinética dos processos de adsor¢édo é muito mais complicada do
que a descricdo tedrica do seu equilibrio, pois leva em consideragdo a evolugdo do
processo em condi¢bes de ndo-equilibrio (PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA,

2009). De um modo geral, 0 processo de adsorcao é descrito em quatro etapas principais:

1%) Transporte do adsorvato do seio da solucdo até a interface com o filme
estagnado que circunda as particulas de adsorvente, ou seja, difuséo do adsorvato
em solucdo para a superficie externa do adsorvente;

2%) Difusdo do adsorvato através desse filme estagnado (difusdo externa), ou seja,
adsorcdo nos sitios da superficie externa do adsorvente;

3% Difusdo do adsorvato no liquido intersticial do adsorvente e superficialmente
ao longo dos poros (difusdo intraparticula), ou seja, difusdo do adsorvato da
superficie para o interior do adsorvente até os sitios de adsorcéo (poros);

4%) Adsorcéao/dessorcao do adsorvato na superficie interna do adsorvente, ou seja,

adsorc¢ao dos adsorvatos nos sitios disponiveis na superficie interna.

As referidas etapas podem ser melhor visualizadas no esquema apresentado na

Figura 16.
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Figura 16 - Processos envolvidos na adsor¢do em adsorventes porosos.
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Geralmente, a transferéncia de massa relativas as etapas 1 (transferéncia para o
filme) e 4 (retencdo no sitio ativo) ndo sdo considerados limitantes, uma vez que a
agitacdo do sistema é suficiente para evitar a ocorréncia de um gradiente de concentracdo
no seio da solucdo e a adsorcdo nos sitios é considerado um processo praticamente
instantdneo. Portanto, as etapas que controlam efetivamente a cinética de adsor¢do sdo
geralmente os mecanismos de difusdo externa, de difusdo intraparticula ou ambos (QIU
et al., 2009; TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017).

2.5.4 Modelos cinéticos de adsorcao

A fim de compreender melhor a cinética do processo de adsor¢do dos ions
metalicos pelo CNT, serdo descritos a seguir os principais modelos reacionais (pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem, Elovich (quimissorcao) e Avrami (fracionario)

e 0 modelo difusional (Webber e Morris-difusdo intraparticula) utilizados nesse trabalho.

2.5.4.1 Pseudo-primeira ordem

No final do seculo XIX, Lagergren desenvolveu uma equagdo empirica que
descrevia o0 processo cinetico de adsor¢do em um sistema solido-liquido. Utilizando os
acidos oxalico e maldnico, juntamente com carvdo vegetal, essa equacdo, denominada

equacdo de Lagergren, ou equacdo de pseudo-primeira ordem, foi um dos primeiros
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modelos apresentados na literatura para descrever a cinética de processos de adsorcao
(PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009).

Esse modelo apresenta bom ajuste aos processos em que sdo utilizadas solugdes
muito diluidas, em que a variacdo da quantidade de soluto adsorvido, com o tempo, €
diretamente proporcional a diferenca entre a quantidade do soluto adsorvida no equilibrio
e quantidade adsorvida em um tempo qualquer. O modelo cinético de pseudo-primeira
ordem, em sua forma diferencial, pode ser representado conforme a Equacao (1):

dq 1
d—tt= ki(qe — q0) @)

onde ge e gt S&0 as quantidades de adsorvato retidas por grama do adsorvente no equilibrio
e no tempo qualquer, respectivamente (mg. g1); e ki é a constante cinética de pseudo-
primeira ordem (min') (PLAZINSKI; RUDZINSKI; PLAZINSKA, 2009).

Se forem utilizadas as condic¢des de contorno gt =0, t = 0; quando gt=qi, t =t
durante a integralizagdo da equacdo 1, tem-se a equagédo 2 em sua forma linear, onde o

valor de ki pode ser determinado pelo grafico de In(ge — qx):

In(qe — q¢) = Inge — kyt 2)

Apos rearranjar a equacao 2, isolando o g, tem-se a equacdo 3 em sua forma néo

linear utilizada para o ajuste;

qr = q.(1 —exp~fat) 3)

Esse modelo é amplamente utilizado em correlaces de dados experimentais para
se obter os parametros de adsorcao, porém ele ndo fornece uma representacao eficaz dos
dados experimentais durante toda faixa de tempo de contato, sendo normalmente aplicado
nos estagios inicias do processo de adsorc¢do estudado (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et
al., 2017)
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2.5.4.2 Pseudo-segunda ordem

A equacdo cinética de pseudo-segunda ordem é um modelo empirico, em que se
assume que a velocidade da reacdo é dependente da quantidade do soluto adsorvido na
superficie do adsorvente e da quantidade adsorvida no equilibrio (HO; MCKAY, 1999).
Esse modelo pode ser expresso pela equacéo 4:

dq; 4)

T ky(qe — qr)?

em que ko é a constante da velocidade de segunda ordem (g mg™*min™). Integrando a

equacdo 4 e aplicando as condigdes de contorno: g: = 0 a q=qt, t = 0 a t=t, obtém-se a

equacdo 5.

t 1 (5)
4kt
(qe—q0) g% °

Linearizando a equacéo 5, tem-se a equacgéo 6:

t 1 t (6)

= +
qt k.q¢  q.

Os valores de e € ko podem ser obtidos pelo intercepto e a inclinagéo da curva apresentada
no grafico (t/qr) versus t. Se o modelo cinético de pseudo-segunda ordem for aplicavel, a
plotagem de (t/q:) versus t deve apresentar uma relacdo linear proxima a 1. Isolando o q,

tem-se a equacdo nao linear utilizada para o ajuste:

_ koqit (7
1+ kyq,t

qe

Enquanto o modelo de pseudo-primeira ordem descreve apenas 0s estagios iniciais

da adsorcdo, o de pseudo-segunda ordem se propde a relatar o comportamento do
processo durante todo o tempo do processo. Ele também considera como a etapa principal
do processo a reagdo do adsorbato no sitio ativo do adsorvente, envolvendo troca ou

compartilhamento de elétrons, descrevendo, principalmente, um processo com
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comportamento de natureza quimica (quimissor¢do) como etapa dominante (TAN;
HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017).

2.5.4.3 Elovich (quimissorcao)

A equacéo de Elovich, que considera uma diminui¢do exponencial da taxa de
adsorcdo com o aumento da quantidade adsorvida, é geralmente utilizada para determinar
a cinética de quimissorcéo de gases em suportes sélidos com superficies heterogéneas e
tem sido empregada com sucesso em processos de cinética de adsorcdo lenta, pois se
ajusta a q: infinitos em longos periodos de tempo (INYANG; ONWAWOMA; BAE,
2016; TAN; HAMEED, 2017). Ela pode ser representada pela seguinte expressao:

dq, _
dt

. e_ﬁqt (8)

Integrando a equacéo 8 e aplicando as condic¢des de contorno: gt =0aqt=qt, t=

0 a t=t, obtém-se a equacdo 9.

_ In (t + ty) B In (t) 9)
qe B B

na qual to = /a8, onde « é a taxa inicial de adsorcdo (mggmin™) e s é a constante
relacionada a extensdo da camada superficial e a energia de ativacdo envolvida no
processo de quimissorcdo (g. mg™).

Se t for muito maior que to, a equagdo cinética pode ser simplificada como:

_In(af) In(t) (10)
qr = B + B

2.5.4.4 Avrami (fracionario)

Apesar dos modelos cinéticos, de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda
ordem, serem modelos cinéticos de adsorcdo mais comumente empregados, a

determinacéo de alguns parametros cinéticos, tais como as possiveis mudancas das taxas
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de adsor¢do, em funcdo da concentracdo inicial do adsorvato e do tempo de contato
adsorvente-adsorvato, como também a determinacdo de modelos cinéticos de ordem
fracionéria, ainda precisam ser mais bem avaliados.

Dessa forma, uma equacao cinética alternativa, de ordem fracionaria, foi proposta
por Lopes e colaboradores, na qual se fez uma adaptacao a funcéo exponencial de Avrami,

utilizada para estudar cinética de decomposicdo térmica (LOPES et al., 2003).

a = 1-—exp[—(kapt)]"* (11)

na qual a ¢ a fragdo de adsorc¢do (qt/ge) no tempo t, e kay € a constante cinética de Avrami
(min™t), e nay a ordem fracionaria do processo de adsorgao que esta associada as mudancas
de ordem de adsorcao de acordo com o tempo de contato adsorvente-adsorvato (LOPES
et al., 2003).

Inserindo-se o na equagdo 8, obtém a equacdo 12, denominada equacao cinética

de adsorcéo de Avrami e pode ser descrita como:

q: = qe{l — exp[(kqpt)]"*} (12)

De forma geral, os modelos reacionais de pseudo-primeira ordem, pseudo-
segunda ordem, Elovich, Avrami, entre outros, podem ser utilizados para encontrar e
comparar taxas de adsorcdo e capacidades adsortivas, nas condi¢fes experimentais
especificas, esses ndo sdo capazes de descrever adequadamente 0s mecanismos de
adsorcédo e cada etapa do processo de adsor¢do (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al.,
2017). No entanto, 0 mecanismo de adsor¢do ndo deve ser descrito apenas a partir da
aplicacdo e dos bons resultados no ajuste desses modelos.

Desta forma, observou-se uma tendéncia na literatura da substituicdo destes
modelos cinéticos convencionais por modelos mais robustos, como os difusionais, que
demonstram ser capazes de prever a adsorcao em solidos porosos de forma mais realista.
Isto porque estes modelos consideram em seu desenvolvimento as diferentes etapas de
um processo adsortivo (DIAZ-BLANCAS et al., 2018; FROHLICH et al., 2018;
SOUZA; DOTTO; SALAU, 2019).
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2.5.4.5 Mecanismo de adsorcdo: Modelo de Difusdo Intraparticula

Para identificar os mecanismos de transferéncia de massa no processo de adsorc¢ao
de ions ferro nos trés diferentes adsorventes preparados, o modelo de difusédo
intraparticula proposto por Weber e Morris (1963) foi ajustado aos dados experimentais.
Este modelo relaciona a capacidade de adsorco (q;) com a raiz quadrada do tempo (t'2),
conforme pode ser observado pela equacdo 13 (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al.,
2017; WEBER; MORRIS, 1963).

qr = kigt? + C (13)

em que: kig € a constante de velocidade de difuséo intraparticula (mg g* min*?) e C éa
constante relacionada com a resisténcia a difusdo (mg g*) ou seja, o valor de C esta
relacionado a espessura da camada-limite (camada viscosa ao redor da particula — forcas
viscosas) e quanto maior for o valor dessa constante, maior sera o efeito da camada-limite
(TAN; HAMEED, 2017; WEBER; MORRIS, 1963). Construindo um grafico de g versus
t”2, deve-se obter uma reta, onde Kig é a inclinagdo da reta e o valor de C é o ponto de
interseccdo.

Caso a dependéncia entre g versus t/ seja linear e passar pela origem, o Gnico
mecanismo que controla a cinética de adsorcdo é a difusdo intraparticula e, se o
coeficiente linear for diferente de zero, entdo o processo dominante pode ser uma difuséo
externa (TAN; HAMEED, 2017). O grafico de q: versus tY? pode apresentar
multilinearidade, indicando que dois ou mais fendmenos de transferéncia estdo
envolvidos no processo de adsorcéo e cada fendmeno representa uma etapa. A primeira
porcao da curva, de maior inclinagdo, corresponde a difuséo externa (fase de adsorcéo na
superficie externa do adsorvente); a segunda esta relacionada a difusdo intraparticula
(adsorcéo dos ions na parte interna do adsorvente — poros do material), e a terceira indica
o0 equilibrio do processo de adsorcao. Nesta fase, determina-se a capacidade méaxima de
adsorcdo (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et al., 2017; WEBER; MORRIS, 1963).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho s&o apresentados a seguir.

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar os CNT, CNTox e RACNT-BSA, avaliar a adsorcéo de Fe
(11), em solucéo aquosa por esses materiais e obter apoproteinas a partir da extracao de
ions Fe da catalase (CAT) empregando o RACNT-BSA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Awvaliar a funcionalizacdo acida dos CNT e o recobrimento dos CNTox com BSA;

b) Caracterizar os materiais obtidos CNT, CNTox e RACNT-BSA por diferentes
técnicas: MET, MEV-EDS, TGA, FTIR e PZ;

c) Aplicar os materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA na adsorcao de ions Fe (l11),
em solucéo aquosa, e avaliar os modelos cinéticos de adsor¢do de pseudo-primeira
ordem, pseudo-segunda ordem, Avrami (fracionario), Elovich (quimissor¢do) e
Difusdo intraparticula (Webber-Morris) para compreensdo dos mecanismos e

interacdes ocorridas;

d) Avaliar ainfluéncia do pH nas interagdes dos RACNT-BSA com macromoléculas
(solucdes protéicas de CAT) por estudos de capacidade de excluséo proteica e na
extracdo de Fe (I11) a partir da CAT,;

e) Auvaliar a atividade enziméatica da CAT antes e apds a remocao de Fe e o potencial
de obtencgéo de apoproteinas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste topico serd descrito o material de partida, reagentes e solucdes e a

metodologia experimental.

4.1 MATERIAL DE PARTIDA

Os CNT utilizados foram os de paredes multiplas, adquiridos da Sigma-Aldrich®,
Sant Louis, EUA, foram produzidos pelo método de Deposicdo Termoquimica de Vapor
e pureza minima de 95% (massa), com diametro da parede exterior na faixa de 6 a 9 nm

e comprimento de 5 pum.

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes, &cido nitrico 65% (v/v), acido acético glacial P.A, acido fosférico
P.A, TRIS-HCI e hidréxido de sddio 0,1 mol L (previamente padronizado com padr&o
primario de biftalato de potassio), foram utilizados para o preparo dos tampdes; albumina
de soro bovino (BSA), catalase de figado bovino (CAT), glutaraldeido e borohidreto de
sodio (todos da Sigma-Aldrich) foram usados para a funcionalizacdo e revestimento dos
CNT. Os padrdes de Fe utilizados no trabalho foram previamente preparados a partir da
diluicdo de uma solucdo estoque de 1.000 ppm de Fe(NO3)3.9H20 (sal adquirido da
Sigma-Aldrich®, Saint Louis, EUA).

4.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para melhor entendimento, este trabalho foi dividido em quatro etapas (Figura
17): Na primeira etapa, foi descrito o preparo dos materiais CNT, CNTox e RACNT-
BSA, na segunda etapa, as técnicas de caracterizacdo dos materiais, terceira o estudo
cinético e na quarta, foi abordada o estudo de interagdo entre 0 RACNT-BSA e a proteina

de catalase.
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Figura 17 - Fluxograma geral da metodologia.
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FONTE: Do autor

4.3.1. Descrigéo dos materiais

A fim de facilitar a identificacdo dos materiais, no quadro 13 estdo representados
a descricdo de cada material preparado e as siglas correspondentes: CNT (material
precursor para a sintese dos outros materiais), CNTox (CNT oxidado com &cido nitrico
2,6 mol L), RACNT-BSA (CNTox revestido com BSA entrecruzada com
glutaraldeido), BSA (BSA sua forma pura), BSA int. (BSA entrecruzada com
glutaraldeido) e CAT (catalase).

Quadro 13 - Descri¢do dos materiais e siglas correspondentes.

Descricdo dos materiais Siglas
CNT precursor CNT
CNT oxidado com HNO3 2,6 mol L CNTox
CNTox. revestido com BSA entrecruzada com glutaraldeido RACNT-BSA
BSA pura BSA
BSA entrecruzada com glutaraldeido BSA int.
Catalase CAT

FONTE: Do autor.
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4.3.2 Preparo e sintese dos materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA (ETAPAI)

Neste topico foi descrito detalhadamente a sintese dos materiais, que foi divido
em duas partes: funcionalizacdo ou oxidacdo dos CNT e o recobrimento dos CNTox com
BSA.

4.3.2.1 Funcionalizagdo dos CNT

O procedimento de funcionalizacéo foi adaptado de (TCHOUL et al., 2007). Para
a funcionalizacdo com HNOg, transferiu-se 500 mg dos CNT precursor (CNT) para um
baldo de fundo redondo preenchido com 40 mL do acido nitrico 2,6 mol L. Em seguida,
montou-se o sistema em refluxo, sob agitacdo magnética a temperatura de 120° C por 4
h. Filtraram-se os nanotubos em um sistema a vacuo com cadinho de Gooch de vidro com
placa porosa. Depois da filtragem, o material (CNTox) foi lavado com &gua destilada e,
em seguida, lavado com 10 mL de metanol e 10 mL de N,N-dimetilformamida (DMF).
Por fim, os CNTox foram vertidos em um bal&o de fundo redondo contendo 40 mL de
DMF/Metanol (1:1) e mantida a suspensao em banho ultrassénico (Cole Parmer -135 W,
4 KHz) por 1 h. Finalmente, secou-se o material a 120° C por 12 h, em estufa, triturou-se
no grau e pistilo e transferidos para uma placa de Petri. Na Figura 18 esta esquematizado

o0 processo de funcionalizacdo descrito.

Figura 18 - Sequéncia das etapas de funcionalizacdo do CNT
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135 W/4 horas CNTox e

FONTE: Do autor.
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4.3.2.2 Recobrimento dos CNTox com BSA (RACNT-BSA)

Os CNTox foram recobertos com BSA, segundo a metodologia descrita por
(BARBOSA et al., 2015) com adaptacdes. De acordo com 0 esquema representativo
(Figura 19), utilizou-se um sistema manifold e bomba a vacuo para a realizagdo do
recobrimento. Primeiramente, foram pesados 200 mg de CNTox e transferido para um
béquer de 50 mL, em seguida adicionou-se sequencialmente, 20 mL de solucéo de BSA
1% (m/v) em tampéo fosfato 50 mmol L (pH = 5,7) e 5 mL de uma solugdo aquosa de
glutaraldeido 25% (v / v). Transcorrido um periodo de 5 h, adicionou-se 10 mL de uma
solucdo aquosa de borohidreto de sédio de 1% (m / v), com a finalidade de reduzir as
iminas (bases de Schiff) a aminas, que sdo grupamentos mais estaveis quimicamente,
conferindo assim estabilidade quimica ao material. A mistura foi filtrada no manifold e
transferidas para um béquer para a lavagem com agua para a retirada dos reagentes
remanescentes do processo de recobrimento. O material RACNT-BSA foi secado a
120° C por 12 h em estufa, triturado no grau e pistilo e transferidos para um frasco.

Figura 19- Representagdo esquematica do recobrimento dos CNT oxidados.

BSA 1% (m/v) Borohidreto de
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....200m ] 0 (V/v %10 mL ‘
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CNTox \4 (Al v —_—
_— > > “ ”
ws ws u
5hem
repouso
e
Manifold J'
— /
RACNT-BSA

Transferéncia

l | o
N uk\ﬁ N -

s
Secagem | ¥
120 °C por 8 horas Filtracdo Lavagem com
avacuo 4gua destilada

FONTE: Do autor.
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4.4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO (ETAPA 11)

Apos a preparacdo e sintese dos materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA descritos
acima, passou-se a caracterizacdo dos mesmos, utilizando as seguintes tecnicas:
Microscopia eletronica de varredura com espectroscopia de energia dispersiva de raio X
(MEV-EDS, do inglés Scanning electron microscopy and energy-dispersive X-ray
spectroscopy), Microscopia eletronica de transmissdao (MET, do inglés Transmission
electron microscopy), Analise termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric
analysis), Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do
inglés Fourier transform infrared spectroscopy), Espetroscopia Raman e potencial zeta
(PZ, do inglés Zeta potencial).

4.4.1 MEV-EDS

As micrografias foram realizadas por um Microscépio eletronico de varredura
(FEG - Quanta 200 FEI, Japdo), acoplado a um espectrémetro de raios-X de energia
dispersiva (EDS). A amostra foi colocada sobre a superficie do stub coberta com fita de
carbono dupla face, sem necessidade de cobertura por ouro. As anélises foram realizadas
no centro de microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

442 MET

O equipamento utilizado foi 0 Tecnai- G2-20-FEI Super Twin com tensédo de
200 kV. Para a preparacao das amostras, foram utilizadas grades de cobre recobertas com
filme de carbono. As amostras foram dispersas em isopropanol e na sequéncia foram
levadas em banho de ultrassom por 15 min (Unique — 154 W, 25 KHz) e posteriormente
foram depositadas sobre as grades e secas a atmosfera ambiente por 24 h. As imagens de
microscopia eletrdnica de transmissdo foram realizadas no centro de microscopia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.4.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

As medidas TGA foram realizadas em um equipamento de analises simultaneas
TG/DTA, (DTA, do inglés diferential thermal analysis), modelo TG/DTA7300 da Sl
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Nanotechnology Inc, Japdo. Amostras de aproximadamente 4 mg foram analisadas
seguindo o protocolo: taxa de aquecimento de 10° C min™t em uma faixa de temperatura
de 40 a 1300° C e sob atmosfera de ar sintético com fluxo de 50 mL min em suporte de
amostra de alumina. As medidas foram realizadas no Laboratorio de Analises Quimicas

de Farmacos, localizado na Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL-MG.

444FTIR

Para a obtencao dos espectros com FTIR, utilizou-se um espectrofotdmetro marca
IRPrestige-21, modelo FTIR-8400S Shimadzu, na regido de 4000 a 750 cm™, com
resolucgdo espectral de 4 cm™, adquiridos com 64 acumulagdes e empregando uma mistura
massica de KBr com concentracao de amostra de 1% m / m. As medidas foram realizadas
no Laboratorio Interdisciplinar de Quimica - LabiQ, localizado na Universidade Federal
de Alfenas — UNIFAL - MG.

4.4.5 Espetroscopia Raman

O espalhamento foi executado usando um laser com poténcia de 2 mW no
comprimento de onda de 633 nm. Para cada espectro, foram feitas 5 varreduras de 10 s
cada. As analises de espalhamento Raman foram realizadas em um equipamento da marca
Senterra, Bruker, Alemanha, do Laboratério do Grupo de Tecnologias Ambientais do

Departamento de Quimica da UFMG.

446 PZ

Para as medidas de PZ, foram pesados aproximadamente 2 mg de cada material e
adicionados em 5 mL em cada tampé&o preparado previamente com concentragdo de 50
mM. Os tampdes utilizados foram: Fosfato em pH 2,5, 3,0 e 3,5 e acetato 4,0, 4,5, 5,0 5,5
e 6,0.

A maior dificuldade para a preparacdo das amostras, e que pode gerar erro de
analise, € a concentracdo necessaria adequada ao ensaio. Muitas vezes coletam-se 0s
nanotubos que permanecem dispersos por mais tempo e ndo uma média significativa da
amostra. Para tentar evitar estes problemas, as amostras de nanotubos foram preparadas

fracionando-se uma pequena quantidade de material seco e promovendo a dispersao com
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auxilio do ultrassom. Esta dispersdo foi, por sua vez, fracionada ainda em agitacdo em
concentra¢fes menores até que se obtivessem amostras adequadas.

Utilizou-se o equipamento Zetasizer Nano ZS da marca Malvem Instruments,
cubeta de poliestireno (modelo DTS1070) (Holanda), a 25 °C e em triplicata. O aparelho
estd localizado no departamento de farméacia (DEFAR) pertencente ao Laboratério do
CiPharma da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

4.5 ESTUDO CINETICO (ETAPA 11I)

No estudo cinético sera descrito a metodologia dos experimentos de adsorcéo,
aplicacdo dos modelos cinéticos e dessorcdo e reutilizacdo dos materiais.

4.5.1 Experimentos de adsorcéo

5 mg dos trés diferentes adsorventes (CNT, CNTox. e RACNT-BSA) foram
dispersos em 5 mL de solucdo aquosa de Fe (111) com concentracdo de 50 ppm, em pH
5,00. Em seguida, as suspensdes foram mantidas em agitacdo continua em shaker orbital
a 150 rpm a 25 °C. Apds atingir o equilibrio de adsor¢&o, as misturas foram filtradas com
sistema manifold e bomba a vacuo. A concentracdo de ions ferro na solucdo foi
determinada por espectrometria de absorcdo atbmica por chama (FAAS, do inglés Flame
atomic Absorption Spectrometry) (espectrofotdmetro SpectrAA 220FS-Valerian).

Estes testes foram realizados em triplicata e os resultados sdo fornecidos com a
média e desvio padrdo dos valores. Testes controle foram realizados, nas mesmas
condicdes experimentais, empregando apenas solucdo de ions Fe (Ill) na auséncia de
adsorventes.

A eficiéncia de remocéo (R, %) e a capacidade de adsorcéo (ge, mg g*) foram
calculados de acordo com as equacdes 14 e 15.

o _ (€ —Ce) 100 (14)
= C.
(Co—Ce)-V (15)
Qe = ———
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onde C, (mg L), Ce (mg L) sdo as concentragdes de fon Fe (111) inicial e no equilibrio,
respectivamente; ge (Mg g*) é a quantidade de ions adsorvidos por grama de material
adsorvente; m (g) € a massa de adsorvente e V (L) é o volume de solugéo.

4.5.2 Dessorcdo e reutilizacdo dos materiais

Para a dessorcédo do ion Fe (I11), os ensaios foram conduzidos conforme descrito
a seguir: 5 mg de material foi disperso em 5 mL de solucdo de acetato de s6dio com
concentragdes de 0,3, 0,5, 1,0 e 1,5 mol L com pH ajustado em 3,00 empregando
solugbes de NaOH e HCI a 0,1 mol L. As suspensdes foram mantidas em agitacdo
continua em shaker orbital a 150 rpm por 12 h a 25 °C. Em seguida, as misturas foram
filtradas com sistema manifold e bomba a vacuo. A concentracdo de ions Fe dessorvida
foi determinada por FAAS.

A quantidade de metal dessorvido (q¢e) € 0 percentual de dessorcdo foram

calculados de acordo com as equacdes 16 e 17 respectivamente:

GV (16)
Qae = m
d (%) = 2 100 (17)

e

onde qee (Mgg™?) é a quantidade de ions dessorvidos por grama de material adsorvente, V
(L) é o volume de solugdo de dessorcdo, C1 (mg L) concentragdo de ions Fe (llI)
dessorvidos no sobrenadante e m (g) é a massa de material adsorvente.

Para o experimento de reuso dos trés materiais a base de CNT testados neste
estudo, realizaram-se consecutivos processos de adsorcdo/dessor¢do em modo batelada.
Ap0s cada etapa de adsorcao/dessorcao, os materiais foram lavados com agua destilada,
filtrados com sistema manifold e bomba a vacuo e dispersos em 25 mL de agua destilada.
As suspensdes foram mantidas sob agitacdo continua em um shaker orbital a 150 rpm a
25 °C por 24 h.
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4.5.3 Estudo da cinética de adsorc¢ao

Para o estudo cinético de adsorcéo de Fe (I11) nos trés diferentes materiais (CNT,
CNTox e RACNT-BSA), aplicaram-se aos dados experimentais 0s modelos de pseudo-
primeira ordem (Eq. (3)), pseudo-segunda ordem (Eq. (7)) Quimissorc¢éo (Elovich) (Eq.
(10)) e Ordem fracionaria (Avrami) (Eq. (12)) e o modelo de difusdo intraparticula (Eq.
(13)). As equac0es referentes a cada modelo estdo representadas no quadro 14 e foram
detalhadas no topico 3.5.4 (TAN; HAMEED, 2017; WANG; GUO, 2020).

Quadro 14 - Modelos cinéticos e equacdes

Modelo cinético | Equacéo
Pseudo-primeira ordem qr = q.(1 — exp~1t)
k,q2t
Pseudo-segunda ordem q: = _2de®
1+ kyq2t
In (o In (t

Quimissorgdo (Elovich) q: = (@) + ©

B B
Ordem fracionaria (Avrami) gr = qo(1 — expTrav D"y

Difus&o intraparticula qr = kigt'? + C

FONTE: Do autor.

LEGENDA: g. e g: sdo: quantidades adsorvidas por grama de material adsorvente
no equilibrio e no tempo t, respectivamente (mg g2); ki (min't), ko
(mg g*.min?) e kay (Min) sdo as constantes: da taxa de adsorgéo de
pseudo-primeira ordem, taxa de adsor¢do de pseudo-segunda ordem e
Avrami e a (mg g.min?) ¢ a taxa de adsorg¢io inicial, B (g mg™) e Nay
é a constante relacionada com o mecanismo de adsorcao e kiqg € 0
coeficiente de difusdo intraparticula (mgg=*.min*/?). e C é a constante
relacionada com a resisténcia a difusdo (mg g).

Para a aplicabilidade dos modelos ndo lineares na cinética de adsorcao, foram
avaliados os coeficientes de determinacéo linear (R?) e utilizou-se o software OriginPro
versdo 9.0 (OriginLab®, Reino Unido). A fim de confirmar o melhor ajuste, os modelos
foram avaliados estatisticamente com base na funcéo de erro (Ferror) (EQ. (18)) em que
correlaciona-se a quantidade tedrica de metal adsorvido pelos materiais com aquela
mesurada experimentalmente, considerando o numero de parametros dos modelos (TAN;
HAMEED, 2017).

1 n
Forro = _ pz(q‘-’xp - qcal)z (18)
i=1
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onde n é 0 nimero de experimentos, p & o numero de parametros do modelo, gexp € 0 valor
medido experimentalmente e gcal é 0 valor tedrico previsto pelo modelo.

A energia de Gibbs dos processos de adsorcdo empregando os trés adsorventes
testados neste estudo (CNT, CNTox e RACNT-BSA) foi determinada de acordo com a
equacdo 19 (ZHAI et al., 2020):

Caa (19)

AG = —RTInK, - K,

onde AG é a variacio da energia de Gibbs (KJ mol ™), R é a constante universal dos gases
(8,314 x 103 kJ. mol’t.K™), T é a temperatura absoluta (298,15 K) e Ke é a constante de
equilibrio, determinada pela razéo entre a concentracdo de ions Fe (I1l) adsorvido no
material (Cad) € concentracao de ions Fe (I11) residual da solucédo (Ce) (ZHAI et al., 2020).

4.6 ESTUDO DE INTERACAO ENTRE RACNT-BSA E CAT (ETAPA V)
Na quarta parte do trabalho foi descrito a metodologia de estudo da interacéo entre
0 RACNT-BSA e a proteina CAT. O esquema da Figura 20 descreve, de forma geral,

como foi realizado o estudo.

Figura 20 - Esquema representativo da metodologia do estudo de interagdo entre 0 RACNT-BSA e CAT.
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l.l..... exclusao
N W | Estudo da Método cinético, 2 min, (UV-Vis), ‘

| atividade | A =240 nm, H,0, (substrato);
@ | Extracé@o =

L] g% —| Extragdo do Fe da CAT (FAAS). |

FONTE: Do autor.

Como mostra 0 esquema acima, aliquotas de mesmo volume coletadas, em cada
pH, foi analisada para a avaliagdo da excluséo, atividade e extracdo de ferro da CAT.

Cada metodologia sera detalhada nos itens a seguir.
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4.6.1 Avaliacdo da exclusdo de CAT pelo RACNT-BSA em relagdo ao pH

Para a avaliacdo da exclusdo de proteinas pelo RACNT-BSA em relacdo ao pH,
utilizou-se aliquotas diluidas das solugdes de CAT com concentracdo aproximada de 3
mg mL™ em tampdes (10 mM) no intervalo de valores de pH entre 3,5 e 8,5. Utilizou-se
diferentes tampdes nos seguintes intervalos: Para os valores de pH de 3,5 a 6,0 (tampé&o
acetato), de 6,5 a 7,5 (tampdo fosfato) e de 8,0 e 8,5 (Tampédo TRIS-HCI). Em seguida,
adicionou-se 5 mL da solucdo de CAT nos cartuchos de polipropileno, preenchidos com
5 mg de RACNT-BSA. O tempo de contato entre a solucdo de CAT e 0 RACNT-BSA
foi de 30 min.

Ap0s transcorrido o tempo, os percolados foram recolhidos e as concentragdes da
proteina foram determinadas em triplicata, utilizando-se um espectrofotometro UV-Vis
(Biochrom, modelo S22) no comprimento de onda de 595 nm, relativo a maxima absorcao
do complexo proteina-corante, empregando o método de Bradford (MARION, 1976). As
concentragcfes de CAT foram determinadas nas solucdes antes e apds cada percolacao.

Para o preparo do reagente de Bradford, foram pesados 50,0 mg do corante azul
brilnante “Comassie Brilhante Blue” e dissolvidos em 12,5 mL de etanol 95%.
Posteriormente, 50,0 mL de &cido fosférico (85 % P.A.) foram adicionados sob constante
agitacdo. Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se
o volume com agua. A solucdo do reagente foi filtrada e estocada em frasco de vidro

ambar e guardada em geladeira (4° C).

4.6.2 Estudo da atividade da CAT em relagéo ao pH.

O procedimento experimental para medida de atividade enzimatica da CAT
consistiu em adicionar-se a uma cubeta de quartzo 2,9 mL de solugéo de H>02 35 mM
(preparada em tampdo fosfato 100 mM, pH 7,5) e 0,2 mL da aliquota da solucdo
enzimatica em cada valor de pH estudado de 3,5 a 8,5. A absorbancia da solugdo foi
monitorada por 2 min no comprimento de onda de 240 nm, a fim de se determinar o
coeficiente angular do trecho linear da curva absorbancia versus tempo.

A atividade enzimatica foi calculada pela Equacdo 20, em que a conversao de
absorbéancia para concentracéo foi realizada utilizando-se a absortividade molar do H20-
(52,6 L mol*cm™) e o volume reacional (3,1 mL) (NELSON; KIESOW, 1972).
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1000 (24),

52,6

(20)

Atividade (U) =

onde: 4A4bs/At é o coeficiente angular obtido do grafico “absorbancia versus tempo” e Vr

¢ 0 volume reacional em mL.

4.6.3 Extracéo do Ferro da CAT.

Preparou-se uma solucdo de CAT (3 mg L) em tampdes de pH 3,5 a 8,5 (10
mmol L). Em seguida, pesou-se 5 mg de RACNT-BSA e adicionou-se em cartucho de
SPE. Apos a coleta das solugbes de CAT nos tampdes estudados, realizou-se a percolagédo
de 5 mL das solugdes no cartucho e imediatamente as concentracdes de ions Fe foram
determinadas por FAAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdes deste trabalho séo apresentados referentes ao preparo
e sintese dos materiais (CNT, CNTox e RACNT-BSA) nos quais foram avaliados: a
funcionalizacdo (oxidacdo acida) e o recobrimento do CNTox com BSA, com o intuito
de aplicar esses materiais na adsorcéo de ion Fe em solucdo aquosa e a possivel aplicacéo
dos RACNT-BSA na extracao de ion Fe (111) da CAT.

5.1 RECOBRIMENTO DOS CNT FUNCIONALIZADOS COM BSA (RACNT-BSA)

Na Figura 21 do procedimento experimental foi apresentado um esquema
referente ao preparo dos RACNT-BSA, que foi dividido em trés etapas: funcionalizacao
dos CNT, imobilizacdo ou recobrimento com proteina, formacdo das bases de Schiff, e

por fim, a reducgdo das iminas e dos grupos aldeidos residuais.

Figura 21 - Reacéo entre a BSA imobilizada e o glutaraldeido, e subsequente intercruzamento de

ligacdes.
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FONTE: Do autor.

A primeira etapa tem por finalidade, a funcionalizacdo dos CNT, que por
consequéncia gera grupamentos oxigenados superficiais que sdo de extrema importancia
na adsorcao de ions metalicos. Na segunda etapa do preparo dos RACNT-BSA destacou-
se 0 recobrimento do CNT ox com BSA e na sequéncia, a percolagéo do glutaraldeido
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pelos CNT ox, tem por funcéo reagir com as proteinas BSA, formando bases de Schiff
(iminas). Adicionalmente, o glutaraldeido, que € uma molécula que apresenta grupos
aldeidos em ambas terminagdes, liga-se as proteinas pelas duas extremidades,
promovendo o intercruzamento entre as moléculas de BSA, conferindo maior estabilidade
ao recobrimento e evitando perdas de proteinas na superficie do CNT ox (DE LIMA;
CASSIANO; CASS, 2006).

As bases de Schiff formadas na terceira etapa podem sofrer hidrélise, bem como
0s grupos aldeidos residuais podem reagir com moléculas da amostra a ser utilizada.
Assim, para que isso seja evitado, o borohidreto reduziu as iminas e os aldeidos,
garantindo boa estabilidade e durabilidade do RACNT-BSA.

5.2 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

Apo6s a preparacdo dos materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA, passou-se a
caracterizacdo dos mesmos, utilizando-se as técnicas: MEV-EDS, MET, TGA, FTIR e
PZ.

As técnicas de caracterizacao forneceram informacgdes quanto a estrutura fisica e
quimica dos nanomateriais (BELIN; EPRON, 2005), possibilitando compreender as
diferengas entre os materiais quanto ao processo de oxidagdo &cida e recobrimento com
BSA.

5.2.1 MEV-EDS e MET

As caracteristicas morfoldgicas superficiais dos materiais CNT, CNTox e
RACNT-BSA foram avaliadas por MET e MEV-EDS, conforme pode ser observado na
Figura 22. De acordo com a figura 22a e 22b confirmou-se a espessura e 0 himero de
paredes. Na Figura 22a, foram analisados o material de CNT e destacaram-se as particulas
metalicas (Fe, Ni, Co, dentre outras), pois estas sdo utilizadas como catalisadores para o
crescimento dos CNT (ZHOU; SASAKI; KAWASAKI, 2014). Nos CNTox (Figura 22b),
observaram-se possiveis defeitos superficiais irregulares, provavelmente decorrentes da
oxidacdo &cida com HNOs. Esse método de oxidagdo (funcionalizacdo), além de gerar
grupamentos oxigenados superficiais, podem eliminar particulas metalicas pré-existentes
do processo de sinteses (YANG et al., 2019; ZHOU; SASAKI; KAWASAKI, 2014).
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De acordo com as imagens de MEV (Figuras 22d e 22e), respectivamente CNT e
CNTox, ha diferenca morfolégica devido ao processo de oxidacdo acida e pbde ser
confirmada pelos dados experimentais por EDS (tabela 1), devido ao aumento da
quantidade de oxigénio na superficie dos CNT, sugerindo a presenca de grupos funcionais
oxigenados (MESQUITA; MARTELLI; GORGULHO, 2006).

Para o processo de recobrimento do CNTox com BSA, observou-se uma
superficie mais homogénea do material RACNT-BSA, e também pode ser confirmada
por EDS, pois de acordo com a tabela 1, ha um aumento na quantidade de nitrogénio na
superficie. Portanto, as técnicas de MET e MEV-EDS permitiram avaliar a morfologia e

a composicdo quimica dos materiais.

Figura 22 - Imagens de MET dos materiais: (a) CNT, (b) CNTox e (c) RACNT-BSA e MEV em (d)
'CNT, (e) CNTox e (f) RACNT-BSA.

RACNT-BSA

FONTE: Do autor

Tabela 1 - Dados experimentais de EDS dos materiais CNT,
CNTox e RACNT-BSA.

Elemento Massa (%)
CNT CNTox RACNT-BSA
C 90,57 88,53 79,62
0} 7,12 11,25 10,88
N - - 9,10
Outros elementos 2,31 0.22 0,40
Total 100,00 100,00 100,00

FONTE: Do autor.
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5.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica foi investigada utilizando TGA e as curvas de TGA/DTGA
estdo representadas na Figura 23. Observando-se a DTGA dos materiais CNT e CNTox,
obtiveram-se as temperaturas de decomposicao de 559 e 577 °C, respectivamente.

A maior estabilidade térmica para 0 CNTox pode ser explicada pela remogéo de
impurezas remanescentes apds o processo de sintese dos CNT. Essas particulas podem
ser carbono amorfo, particulas grafiticas e catalisadores metalicos (LEHMAN et al.,
2011; YANG et al., 2019).

Outro fator importante esté relacionado ao numero e forma do pico da curva da
DTG, pois de acordo com a literatura, o nimero e a largura do pico estdo relacionados
com a homogeneidade do material, mostrando que o processo de oxidacao resultou em
um pico mais estreito, ou seja, um material mais homogéneo em relagdo ao CNT
(TRIGUEIRO et al., 2007).

Para o material RACNT-BSA observou-se uma perda de massa no intervalo de
temperatura 300° - 315 °C. Esse intervalo coincide com a perda de massa para a amostra

de BSA. Portanto, é possivel confirmar o recobrimento de BSA na superficie dos CNTox.

Figura 23 - Curvas de TG/DTG dos materiais CNT, CNTox, RACNT-BSA
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FONTE: Do autor
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5.23FTIR

De acordo com os dados experimentais de espectroscopia no infravermelho na
Figura 24, o CNT néo apresentou modos vibracionais, uma vez que o momento de dipolo
gerado neste tipo de material, com poucos defeitos ou modificacdo quimica, é bastante
fraco ou inexistente, podendo também estar relacionado com a elevada absorcéo da
radiacdo desses materiais (KIM; NEPAL; GECKELER, 2005).

Para 0 CNTox e RACNT-BSA, estes apresentaram bandas de deformacéo axial
de ligacdo C=0 de cetonas em 1650 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
A regido que varia entre 3200 a 3500 cm pode ser atribuida ao estiramento de ligagéo
O-H de alcool, fenol ou acido carboxilico ou pode ser devido &gua adsorvida nos materiais
(KIM et al., 2005).

Em relacdo ao espectro da BSA, destaca-se a banda de amida | observada em 1653
cm? e possui uma forte contribuicio de estiramento da ligagdo C=0O e amida Il
(deformacdo angular de N-H e estiramento de ligagdo C-N) em 1543 cm™. A definicdo
dessas bandas pode indicar uma perda de liberdade conformacional da BSA apos a
interacdo com 0s CNTox (BARTH, 2007; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Figura 24 - Espectros de infravermelho dos materiais CNT, CNTox,
RACNT-BSA e BSA.
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FONTE: Do autor
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5.2.4 Espetroscopia Raman

Apesar da espectroscopia Raman ser uma técnica fundamental para a
compreensdo das propriedades eletronicas, dpticas e vibracionais dos materiais (BELIN;
EPRON, 2005; DRESSELHAUS; JORIO; SAITO, 2010), é pouco capaz de identificar
com clareza os grupos funcionais presentes nas superficies dos CNT (KIM et al., 2005).

Entretanto, varios trabalhos reportaram que o grau de funcionalizacdo, dos CNT.
pode ser avaliado a partir dos espectros Raman (ZHOU et al., 2002; ZHOU; SASAKI;
KAWASAKI, 2014). O termo grau de funcionalizacdo é utilizado para quantificar a
desordem na monocamada de grafeno, neste caso, induzida pela introducdo de grupos
funcionais na superficie das paredes dos CNT, a qual é quantificada pela raz&o das alturas
(intensidades Raman) entre a banda D (relacionada a desordem e defeitos estruturais de
ligagio C-C do tipo sp®) e a banda G (relacionada a vibragdo tangencial da ligacio C-C
do tipo sp?) (KIM et al., 2005).

Um aumento do valor da razéo entre as intensidades D e G (lpsg), corresponde a
uma proporcao de carbono sp?, que pode ser geralmente atribuida & presenca de defeitos
estruturais na parede dos CNT decorrente da funcionalizacdo &cida (FLAHAUT;
LAURENT; PEIGNEY, 2005).

Na Figura 25, ap6s a modificagdo quimica dos CNT resultando nos CNTox, foi
observado um aumento na intensidade Raman da banda D em ~1324 cm™ e diminuicdo
da banda G em ~1582 cm™. Assim, para estimar o grau de funcionalizagéo, foi calculada
a razdo entre as intensidades das bandas D e G. Analisando as intensidades relativas os
valores de Ip/c dos materiais, observou-se que apds a modificagdo quimica acida, o valor
desta razdo aumentou de 1,574 no CNT para 1,698 no CNTox. Estes valores confirmaram
um alto grau de funcionalizacdo do material CNTox, pois, através da alteracdo da sua
estrutura eletrdnica devido a modificacdo quimica, houve a quebra de algumas ligacdes e
a insercdo dos grupamentos quimicos oxigenados na superficie dos CNT (FLAHAUT;
LAURENT; PEIGNEY, 2005; KIM et al., 2005).

Comparando a Ip/c do RACNT-BSA em relacdo aos materiais CNT e CNTox, o
valor de 1,535 foi 0 menor. Este resultado pode estar relacionado com o recobrimento dos
CNTox com a BSA, pois, com a interagdo entre grupos funcionais oxigenados, gerados
na superficie dos CNTox e a BSA, ocorreu uma diminuigéo dos defeitos estruturais da

ligagdo C-C do tipo sp® favorecido por interagdes m-m que ocorrem entre elétrons
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deslocalizados na superficie dos CNT com residuos aromaticos da BSA como o0s
triptofanos (LOU et al., 2016).

Figura 25 - Espectros Raman dos materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA.
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FONTE: Do autor

5.25PZ

A partir das medidas de potencial zeta dos materiais, apresentada na Figura 26, foi
possivel avaliar a distribui¢do de cargas superficiais.

O ponto isoelétrico (pl) do material CNTox (2,66), mostrou-se menor em relagdo
ao CNT (3,18), confirmando o processo de oxidacdo e um possivel aumento na presenca
de grupos acidos oxigenados negativos na superficie dos CNT, destacando-se acidos
carboxilicos, lactonas e fendis (MESQUITA; MARTELLI; GORGULHO, 2006).

Para 0 RACNT-BSA, o pl foi mais elevado com o valor de 3,50, podendo estar
relacionado com o bloqueio das cargas negativas presentes na superficie do CNT pelas
moléculas de BSA, através das interacGes eletrostaticas das cargas negativas do CNTox
com os grupos amino protonados dos residuos lisina e arginina da estrutura da proteina.
Também é importante notar que a BSA (pl 4,96) superficial do RACNT-BSA contribuiu

para o aumento do pl do material. Estes resultados serdo fundamentais para avaliacdo da
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capacidade adsortiva dos materiais e prever 0s possiveis mecanismos que podem ocorrer

entre esses materiais adsorventes e os ions metalicos de Fe (l11).

Figura 26 - Potencial Zeta dos materiais CNT, CNTox, RACNT-BSA
e BSA.
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FONTE: Do autor

Portanto, com base nos pls dos materiais CNT (2,66), CNTox (3,18) e RACNT-
BSA (3,5), em valores de pH acima de 3,5, as superficies desses materiais ficam
carregadas negativamente, prevalecendo as interacOes eletrostaticas atrativas com os ions
Fe (111) e favorecendo o estudo de adsorgéo.

A Figura 27 apresenta varios mecanismos que podem ocorrer simultaneamente
entre ions Fe (I11) e os grupos funcionais oxigenados gerados na superficie dos CNT pela
oxidagdo acida (DUAN et al., 2020). Além das interacGes eletrostaticas, outros
mecanismos podem ocorrer simultaneamente como troca i6nica e complexacdo. Ja a
precipitacdo superficial e adsorcdo fisica, ocorrem com menos frequéncia na presenca de
outros grupos funcionais gerados por distintos processos de funcionalizacdo ou na
presenca de adsorvente com elevada porosidade (DUAN et al., 2020; YANG et al., 2019).
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Figura 27 - Mecanismos de interagdo entre 0o RACNT-BSA e ion
Fe (111).
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5.3 ESTUDO CINETICO

Neste tdpico serd avaliado o efeito do tempo de contato no processo de adsor¢do
de Fe (1), cinética de adsorcdo e mecanismos de interacdes e o0 estudo de dessorcéo e

regeneracdo dos materiais.

5.3.1 Efeito do tempo de contato no processo de adsorc¢ao de Fe (I11) nos materiais

Considerando o intervalo de variacdo dos pls dos materiais entre 2,6 e 3,5 e que a
precipitacdo de ions Fe (111) como hidroxido de ferro ocorre em valores de pH superiores
a 5,0, a faixa possivel para a adsorcdo foi no intervalo de pH 3,5 a 5,0 (SAMADANI
LANGEROODI; FARHADRAVESH; DEHNO KHALAJI, 2018). Um intervalo muito
curto para os estudos de adsor¢do em fungéo do pH. Desta forma, o valor de pH foi fixado
em 5,0 por ser o valor mais distante dos pls dos materiais, favorecendo assim a adsorcéo
de ions Fe (111) pelas interacGes eletrostaticas e a ndo precipitacdo de ferro na forma de
hidroxidos. Além disso, ndo foi avaliada a forca idnica porque o objetivo principal foi
avaliar a interacdo ferro-material sem qualquer outra variavel, em termos de estudos
cinéticos e termodinamicos. Claro que, estudos futuros podem ser realizados para

otimizar os melhores pardmetros de adsor¢do, como por exemplo, forca idnica.
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A Figura 28, mostra a eficiéncia de adsorcéo de ions Fe (I11) dos trés diferentes
materiais (CNT, CNTox e RACNTBSA) em relagdo ao tempo de contato.

Observam-se que os processos de adsorcdo empregando os materiais CNT e
CNTox alcancaram os equilibrios ap6s 15 e 10 min de contato e capacidade de adsorcao
(43,73 £ 0,29 e 43,29 + 0,11) mg g%, respectivamente.

Para 0 RACNTBSA o equilibrio foi alcangado apds 40 min de contato e a
capacidade de adsorcéo foi de (31,55 + 0,29) mg g™.

Figura 28 - Efeito do tempo de contato de entre os ions Fe (I11) e
o0s materiais: CNT, CNTox e RACNT-BSA.
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FONTE: Do autor.

A eficiéncia de adsorgdo dos materiais CNT e CNTox foram similares e este
resultado mostrou que a modificacdo quimica empregando o &cido nitrico, ndo alterou
significativamente a capacidade de adsorc¢ao.

Outro fator importante foi a utilizacdo de uma oxidagdo mais branda empregando
uma solucdo de HNOs (2,6 mol L), pois com essa concentragdo, poucos defeitos
estruturais sdo gerados na superficie dos CNT, confirmado pelos espectros de Raman e
de infravermelho (AVILES et al., 2009; IHSANULLAH et al., 2016; SRIVASTAVA,
2013).

A menor capacidade de adsor¢do para 0 RACNT-BSA, provavelmente esta
relacionada com a camada de BSA que recobre o material, pois essa camada pode

dificultar o acesso dos ions Fe (I11) as regides com sitios ativos da superficie dos CNT.



85

Além disso, os ions metalicos podem interagir com a camada externa de BSA (ZHAO et
al., 2015). Por outro lado, a camada de BSA é a responsavel pela exclusdo das proteinas,

isto €, as proteinas ndo adsorvem no material revestido.
5.3.2 Cinética de adsorc¢ao e mecanismos de interacgdes

Para avaliar o efeito da modificacdo quimica nos processos adsortivos dos
materiais e obter informacdes dos tipos de interacbes ocorridas, utilizaram-se os modelos
cinéticos ndo lineares de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e quimissorcdo

(Elovich) e fracionério (Avrami), (Fig. 29).

Figura 29 - Dados experimentais de adsor¢do de ions Fe (I11) nos
materiais: (a) CNT, (b) CNTox e (c) RACNT-BSA e
modelos cinéticos.
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FONTE: Do autor.

Os parametros cinéticos de cada modelo foram avaliados pelo coeficiente de

determinagéo (R?) e a funcéo de erro F representadas na tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros dos modelos cinéticos de adsorcao e valores de fungéo de erro e coeficiente de
determinacdo.

Concentracao de Fe (111) (50 ppm) Material
Parametros
Modelo cinético CNT CNTox RACNT-BSA
ge(mg g?) 42,8220 42,2808 29,7830
L ki (mint) 0,5003 0,9487 0,2035
Pseudo-primeira ordem Foro 2.0885 1,8490 2.3461
R? 0,9037 0,8348 0,8800
ge(mg g) 45,5575 44,1681 33,3607
k2 (mint) 0,0190 0,0393 0,0086
Pseudo-segunda ordem Foro 11227 1,0967 1.3508
R? 0,9722 0,9419 0,9597
a(mg gt.minl)  685,3218 50994,2395 31,8315
. . . B (mg?) 0,1853 0,2974 0,1698
Quimissorcéo (Elovich) Foro 2,7020 2.4402 0,8133
R? 0,8388 0,7123 0,9856
ge (mg gh) 43,9461 43,1967 34,9933
Kav (Min) 0,5170 1,0339 0,1259
Fracionario (Avrami) Nav (Min't) 0,6354 0,5739 0,5153
Ferro 3,1536 2,7640 6,0287
R? 0,9860 0,9657 0,9887

FONTE: Do Autor.

NOTA: CondicGes experimentais: Temperatura fixada em 25 °C, massa de adsorvente: 10 mg, 10 mL
de solucéo de Fe (111) concentracdo de 50 mg Lt em pH 5,00; Parametro dos modelos cinéticos:
de (Mg.g™?) é quantidades adsorvidas por grama de material adsorvente no equilibrio e no tempo
t, ki (min), k, (mg. gt.min1) e kay (Min'?) sdo as constantes da taxa de adsorgdo de pseudo
primeira ordem e taxa de adsorcdo de pseudo-segunda ordem e Avrami, o (mg. g*.min?) é a
taxa de adsorcdo inicial e 8 (g. mg™). Ferro € a Funcéo de erro e R2.é o coeficiente de
determinag&o.

O modelo de Avrami (ordem fracionaria) foi o que melhor se ajustou para os dados
experimentais para 0s materiais, com base nos valores dos coeficientes de determinagéo
(R?) e a funcio de erro (Fero) (Equacio 18), conforme apresentado na Tabela 2. Portanto,
aadsorcao de ions Fe(l11) na superficie desses materiais pode ser governada por diferentes
mecanismos baseados em interacdes fisicas (fissorcdo) e quimicas (quimissor¢éo)
(ALIMOHAMMADY et al., 2018; VENKATA RAMANA; YU; SESHAIAH, 2013).
Esta multiplicidade é consequéncia da heterogeneidade das superficies das particulas,
expressa pelo modelo de Avrami (GAY et al., 2010).

Os modelos cinéticos de adsor¢do propostos, reportados acima, ndo sdo capazes
de descrever as etapa que controla o processo de processo de adsor¢cdo em um sistema
solido-liquido (ALVES et al., 2017; TAN; HAMEED, 2017). Dessa forma, torna-se
necessario o ajuste do modelo de difusdo intraparticula, proposto por Weber e Morris
(1963) aos dados experimentais obtidos para avaliagéo da etapa controladora no processo
de adsorcdo (KUMAR et al., 2011; TAN; HAMEED, 2017; WEBER; MORRIS, 1963).
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De acordo com este modelo, os mecanismos de adsor¢do ocorrem por trés etapas
principais: I) Difusdo externa (adsorcao na superficie externa), (1) Difusdo intraparticula
(adsorgdo nos poros) e (111) equilibrio, na qual a difusdo intraparticula comeca a atenuar-
se devido a baixa concentracao do soluto em solucdo (TAN; HAMEED, 2017; TRAN et
al., 2017; WEBER; MORRIS, 1963).

Os ajustes deste modelo aos dados experimentais podem ser observados na Figura
30. Os valores das constantes (kid e C) e os valores de coeficientes de correlacido (R?)
estdo sumarizados na Tabela 3.

Os valores de coeficiente linear obtidos mostraram que as retas ajustadas aos
dados experimentais ndo passaram pela origem, para os trés adsorventes avaliados. Estes
resultados indicam que o processo de adsorcao foi controlado pela difusdo dos ions na
pelicula estagnada na superficie externa do adsorvente e pela adsor¢do nos poros do
material (difusdo intraparticula).

Para os materiais CNT e CNTox, foram predominantes os mecanismos de difusdo
externa e difusdo intraparticula. No entanto, para 0 RACNT-BSA ocorreu preferencial
adsorcdo na sua parte externa seguida da condicdo de equilibrio. Isto se deve aos
diferentes procedimentos de preparacdo destes materiais.

Os CNT e CNTox, podem apresentar uma maior area superficial especifica, que
permite adsorver ions Fe (Ill) nas suas diferentes interfaces (interna e externa).
Entretanto, maior capacidade de adsorcdo da ordem de 40 mg g foi obtida (ver Figura
30 — primeiro estagio do processo de adsorcdo). Apés a saturacdo da face externa destes
materiais, uma fracéo dos ions da ordem de 5 mg g* foi adsorvida nos poros dos materiais
(segundo estégio do processo de adsorcdo). Em seguida, foi alcancado o equilibrio.

Para o material RACNT-BSA, pbde-se observar apenas 2 estagios de adsorcao.
Isto pode ser devido a obstrucdo dos poros do material por moléculas de proteina e/ou
moléculas do reticulante (glutaraldeido) que reduziram drasticamente o didmetro dos
poros. Dessa forma, os ions foram adsorvidos na superficie externa deste material. Além
disso, este processo de adsorcdo pode ser devido a preferencial adsorcdo dos ions Fe (I11)
aos grupos carregados negativamente (carboxilato) presentes nos residuos glutamato,
aspartato e carboxi terminal da BSA (ALVES et al., 2017). Apds a saturacdo dos sitios
de adsorgéo na superficie externa do material, foi alcangado o equilibrio.

Estes resultados confirmaram o recobrimento da superficie dos materiais com
moléculas de BSA e a forte influéncia na cinética e os mecanismos de adsor¢cdo. Embora

este material revestido tenha reduzido a capacidade de adsorcéo dos ions, se comparado
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com CNT e CNTox, ele € bastante atrativo para processos de regeneracdo do adsorvente,
em bateladas sucessivas de reuso, porque pode possibilitar maior capacidade de

dessorcao.

Figura 30 - Modelo de difusdo intraparticula de Weber e Morris aplicado a
adsorcdo de Fe (I11) em solugdo (50 ppm) para 0s materiais
CNT, CNTox e RACNT-BSA.
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FONTE: Do autor
Tabela 3 - Pardmetros de difusdo intraparticula.
Material | Etapas | Cad | Kid | R2
I 9,42 12,39 0,9971
CNT I 33,44 2,30 0,8631
" 47,49 -0,64 0,7780
I 18,80 9,44 0.9995
CNTox I 35,64 2,33 0,8608
" 45,41 -0,46 0,8778
I 7,54 4,71 0,9624
RACNT-BSA I 25,69 0,87 0,9919

FONTE: Do autor.

NOTA: CondicGes experimentais: Temperatura fixada em 25 °C, massa de adsorvente: 10 mg,
concentracdo de 50 mg. L de Fe (I11) em pH 5,00; Pardmetros de difusdo intraparticula: Cq €
a constante relacionada com a resisténcia a difusdo (mg. g%, kis € o coeficiente de difusdo
intraparticula (mg. g* min-?).

Para avaliar as diferencas dos processos adsortivos dos materiais, foi calculada a
energia de Gibbs (AGads), pois este parametro termodindmico permite avaliar o quanto

esses processos adsortivos, a uma determinada temperatura, ocorrem de forma espontanea
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(valores negativos) ou ndo espontaneo (valores positivos) (KONCZYK; ZARSKA;
CIESIELSKI, 2019).

De acordo com os resultados representados na tabela 4, os valores de AGads, Mais
negativos para os materiais CNT e CNTox, confirmaram maior espontaneidade na
adsorcéo dos ions nestes materiais quando comparados com o material (RACNT-BSA).

Este fenbmeno pode estar relacionado com a reducdo da area superficial do
RACNT-BSA, devido a presenca das moléculas de BSA na superficie. Processos de
adsor¢do com valores de AGags até -20 kJ mol* indicam que a fisissorcao (adsorcéo fisica)
prevalece em comparacdo com a quimissorcao (adsorcdo quimica). Portanto, a adsorcao
de ions Fe (I11) na superficie desses materiais ocorre, principalmente, por interacdes
fisicas (BABARINDE et al., 2013; XU et al., 2018).

Como o0s processos adsortivos envolvem varios mecanismos de interacdo, ao
mesmo tempo na superficie dos adsorventes, a quimissorcdo também pode ser

considerada, porém em menor proporcao, conforme relatado acima.

Tabela 4 - Pardmetros termodindmicos para adsor¢ao de Fe (I11) nos materiais CNT, CNTox e

RACNT-BSA.
Material Ke Ce (Mg mLY) AG (KJ mol?)
CNT 170,175 0,256 -12,7340
CNTox 65,330 0,658 -10,3607
RACNTBSA 9,358 3,338 -5,5434

FONTE: Do autor.
NOTA: Constante de equilibrio (K¢), concentragdo de Fe (I11) residual remanescente em solugdo (Ce) e
variacdo da energia de Gibbs (AG).

Portanto, essas interacdes reversiveis permitem estudos de dessorcdo de ions Fe
(1) por diferentes mecanismos. Assim, é possivel a reutilizacdo desses adsorventes, em

sucessivos ciclos de adsor¢do/dessorc¢ao.

5.3.3 Estudos de dessorgao e regeneragao

O estudo de regeneracdo (dessorcdo) dos adsorventes € de suma importancia do
ponto de vista econdémico, pois 0s adsorventes podem ser empregados mais de uma vez
nos processos adsortivos (EGBOSIUBA et al., 2021). Como relatado, agentes oxidantes
fortes, com é&cido nitrico, percléricos e sulfuricos normalmente sdo utilizados na
dessorc¢do de ions metélicos (CHATTERJEE; ABRAHAM, 2019).
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Para a dessorcao, utilizaram-se solucGes de acetato de sodio, em pH ajustado em
3,0, com concentracdes molares de 0,3 a 2,0 mol L. De acordo com a figura 31a, a
solugdo com concentragdo de 1,5 mol L™ foi selecionada como condicéo de trabalho para
os estudos de dessorcao para os materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA.

A influéncia do tempo no processo de dessorcao foi avaliada e os resultados séo
mostrados na figura 31b. A dessorcdo/eluicdo foi mais eficiente para 0 RACNT-BSA
(90%) seguido do CNT (71%) e CNTox (75%). Portanto, a facilidade de dessorcdo de
ions Fe (I11) dos RACNT-BSA em comparacdo com o CNT e CNTox corrobora com a
predominancia das interacdes de natureza fisica (fisissor¢ao) e pode ser evidenciada pelo

parametro termodinamico (AGads) N0OS estudos dos processos adsortivos para os materiais
(tabela 4).

Figura 31 - (a) Efeito da concentragio de acetato de sédio na
dessorcdo de Fe (I11) material CNT e (b) Eficiéncia
de dessorcdo dos materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA.

100 | 10 mg CNT/10 mL de Fe (I11), 50 ppm, pH 3,00 (a)
90

Dessorgdo (%)

0,3 0,5 1 1,5 2
Concentracdo de acetato de sédio (mol L)
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100] " CNT (b)
{—*— CNTox

]—~— RACNT-BSA

Dessor¢ad (%)

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (horas)

FONTE: Do autor

A reutilizacdo dos materiais foi investigada, por cinco ciclos sucessivos de
adsorcdo/dessorcdo, empregando a solucdo eluente de acetato de sédio 1,5 mol L?,
previamente selecionada para a realizacdo deste estudo (Figura 32).

De acordo com os resultados, a quantidade de ions Fe (Il1) dessorvidos, dos
materiais CNT e CNTox, diminuiu gradualmente com o aumento do nimero de ciclos,
com perda de eficiéncia de até 15 %, ap0s o0s cinco ciclos.

Ja para o material RACNT-BSA, a eficiéncia de regeneracdo de 90% se manteve
constante durante todos os ciclos. Portanto, este resultado mostra claramente que o
recobrimento de CNT com BSA néo sé modifica a cinética e 0 mecanismo de adsorcéo,
mas também o processo de regeneracdo. Assim, estes adsorventes podem ser
extremamente atrativos em processos industriais, por possuir uma elevada capacidade de
regeneracdo (DUAN et al., 2020; EGBOSIUBA et al., 2021; YANG et al., 2019). Essas
caracteristicas contribuem diretamente para uma boa acessibilidade desses materiais para

0s processos de adsorc¢do frente a ions metalicos.
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Figura 32 - Ciclos de reutilizacdo de adsorcéo/dessorcao
Dos materiais CNT, CNTox e RACNT-BSA.
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FONTE: Do autor

Apesar do elevado potencial desses materiais na aplicacdo na adsor¢do de metais
a partir de solucGes aquosas (DE FARIA et al., 2017; FIYADH et al., 2019; SINGH et
al., 2021), este estudo confirmou a importancia das modifica¢6es superficiais (oxidacédo
e recobrimento com BSA) e podem ser amplamente aplicados na adsorcéo de metais para
outras metodologias

Destacou-se a versatilidade dos RACNT-BSA em comparacdo com os CNT e
CNTox, devido a sua capacidade em extrair metais diretamente em matrizes complexas
de fluidos bioldgicos sem a etapa prévia dos processos de digestdo acida (BARBOSA et
al., 2015, 2016). A camada BSA ¢ fundamental para esta aplicacdo, uma vez que esta
camada repele eletrostaticamente as proteinas da amostra em valores extremos de valores
de pH maiores ou menores que o pl das proteinas, em um mecanismo ja bastante
consolidado na literatura e serd mais detalhado no proximo topico (GOMES et al., 2016).

Como destacado na reviséo da literatura (Quadro 12), os RACNT-BSA tém sido
utilizados de forma eficiente para diferentes aplicacdes (Cd?* e Pb?* em amostras de soro
humano (BARBOSA et al., 2015, 2016), e Cu®* e Zn?* em amostras de solugdes proteicas
(BALDUINO et al., 2019). Assim, os estudos de mecanismos de adsorgéo e interacao,
propostos neste trabalho serdo fundamentais para aplicacfes desse material como suporte
adsorvente em extragdo de Fe ou outros metais em matrizes complexas.

Portanto, a partir dessa parte do trabalho, o foco sera na aplicagdo dos RACNT-

BSA na extracdo de ions Fe (Ill), a partir de uma solucdo aquosa com elevada
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concentracdo proteica de CAT e verificagdo da possibilidade de producdo de

apoproteinas.

5.4 ESTUDO DE INTERACAO ENTRE O RACNT-BSA E A PROTEINA - CAT

As técnicas de caracterizacdo dos materiais e 0s estudos cinéticos dos mesmos
empregando os ions Fe (I11), propiciaram relacionar esses fatores no estudo da interacdo
entre o material RACNT-BSA e a proteina CAT. Portanto, foram avaliadas a excluséo de
proteinas (CAT), a atividade enzimatica da CAT antes e apds o contato com o material e

a producdo de apoproteinas.

5.4.1 Avaliacdo da exclusdo de proteinas CAT pelos RACNT-BSA em funcéo do pH

Segundo o método de Bradford, foram determinadas a concentracéo das fracdes
dos percolados proteicos da CAT entre os valores de pH 3,5 a 8,5 (MARION, 1976). Os
valores de absorbancias foram medidos no comprimento de onda de 595 nm. Entre os
fatores que afetam a preservacao das fungdes bioldgicas das proteinas, o valor de pH é de
extrema importancia, pois a sua estrutura conformacional sofre modificacbes e
consequentemente as interacdes com 0s CNT podem ser estudadas mais detalhadamente
(DAVID L. NELSON, 2014).

De acordo com os resultados da Figura 33, foi possivel avaliar a influéncia do pH
na exclusdo da proteina de catalase nos RACNT-BSA, sendo que essa caracteristica é de
extrema importancia na aplicacdo desse material para atuar como um material de acesso
restrito. Isto €, ao aplicar esse material em meios bioldgicos, este pode excluir
macromoléculas como proteinas e atrair somente o analito que se deseja determinar, neste

caso o ion Fe (I1).
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Figura 33 - Efeito do pH na exclusdo de catalase do RACNT-BSA.

Percentual de recuperagao (%)
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pH

FONTE: Do autor.

NOTA: Prepararam-se solugdes de CAT (3 mg mL™) no intervalo de
pH 3,5 a 8,5. As solugbes foram preparadas em tampdes adequados para
cada pH com concentragdo de 10 mM. Percolaram-se as solugdes em
cartuchos de SPE preenchidos com 5 mg de RACNT-BSA e assim
determinaram-se as concentragdes de CAT antes e depois da percolagdo.

Para os intervalos de valores de pH < 45 e pH > 6,0 obtiveram-se altas
porcentagens de recuperagdo da CAT (acima de 80 e 90%). Segundo (EDRI; REGEV,
2008), o valor de pH pode influenciar na conformacdo das proteinas, portanto para esse
resultado, em pH mais baixo, a estrutura conformacional da molécula da CAT pode estar
em uma conformacdo que ndo favorece atracdo ao RACNT-BSA ou pode estar
relacionado com a carga superficial, pois, neste intervalo, a molécula de CAT se encontra
carregada positivamente. Sendo assim, considerou-se que houve uma maior repulsdo
eletrostatica entre as moléculas de CAT e 0 RACNT-BSA e 0 mesmo ocorre em pH acima
de 6,0, porém os mesmos estdo carregados negativamente (EDRI; REGEV, 2008).

No intervalo de pH entre 5,0 e 6,5, houve uma mudanga no comportamento de
adsorcdo da CAT nos RACNT-BSA, mostrando uma maior interagdo entre 0s mesmos,
isto é, uma recuperacdo de proteinas dos percolados de 68,85 a 75,90%. E importante
mencionar que mesmo alterando o pH, ha processo de exclusdo, o que corrobora com a
hipotese de que a exclusdao também ocorre pela influéncia da barreira fisica, o qual é

caracterizada pelo pequeno tamanho dos poros do adsorvente, pois apenas pequenas
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moléculas sdo capazes de acessar o interior dos mesmos e o impedimento das
macromoléculas (DE FARIA et al., 2017; DESILETS; ROUNDS; REGNIER, 1991).

E importante salientar que este intervalo de valores de pH compreende o valor de
pl da CAT, descrito na literatura (5,4) (SAMEJIMA; KAMATA,; SHIBATA, 1962) e
experimentalmente 5,54.

As regibes proximas ao pl da CAT é muito instavel, pois as quantidades de cargas
positivas sdo teoricamente iguais as de cargas negativas. Como representado os pl dos
materiais na Figura 34, 0 RACNT-BSA esta carregado negativamente acima de seu pl
(3,46) e a CAT positivamente abaixo do pl (5,54) e consequentemente, nessa regiao
podem prevalecer as forcas de interagdes eletrostaticas atrativas entre 0s mesmos.

Esta faixa de pH corrobora com a literatura em relacdo a solubilidade das
proteinas, pois, quando uma solucdo proteica estd no seu pl ou préximo (quando a
proteina num sistema aquoso apresenta carga liquida nula), as interacbes CAT-CAT
aumentam. Portanto, as forcas eletrostaticas moleculares estdo minimizadas e
consequentemente, menos moléculas de dgua interagem com as moléculas de CAT. Esta
condicdo é favoravel para que as moléculas de proteina se aproximem, agreguem e
precipitem. Assim, quanto mais proximo for o pH de uma solugédo proteica do seu pl,
mais baixa serd a solubilidade da mesma (KAKALIS; REGENSTEIN, 1986;
PELEGRINE; GASPARETTO, 2005).

Figura 34 - Quadro representativo dos pontos isoelétricos dos materiais estudados.
! pH 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0
CNT 3,17

CNTox. 2,65
RACNT-BSA 3,46
BSA int. 4,37

BSA p. , 4,95

LLLLL

CAT 5,54

i‘ a Eositiva : pl Carga negativa l

FONTE: Do autor.
NOTA: Os valores de pl representados no quadro foram determinados pela técnica
de PZ no item 4.4.5.

De acordo com os dados experimentais, a BSA e a CAT possuem pl de 4,95 e
5,54, respectivamente. Contudo, o pl fornece informacdes que podem relacionar as
interacdes atrativas ou repulsivas entre as cargas superficiais do material sintetizado
RACNT-BSA e a CAT.
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Outra possivel maneira de avaliar, as interacfes eletrostaticas, foi por meio da
distribuicdo de residuos de aminoéacidos das proteinas estudadas e sua caracteristica
quanto as cargas, positiva (Arg e Lys) e negativa (Glu e Asp). De acordo com a Figura
35, observou-se que ha uma distribuicdo homogénea. Entretanto, houve um excesso de
cargas negativas nas proteinas, favorecendo assim repulsdo eletrostatica entre a CAT e 0
RACNT-BSA. Vale ressaltar outras formas de interacdes, destacando as hidrofdbicas e
interagdes m-m, que ocorrem entre os elétrons deslocalizados na superficie do CNT e os
residuos aromaticos (Trp, Phe e Tyr) (MARCHESAN; PRATO, 2015; SINGH et al.,
2012).

Figura 35 - Distribui¢do de residuos positivos e negativos em BSA e CAT.

RESIDUO
POSITIVO (Arg/Lys)
NEGATIVO (Glu/Asp) 196 248 CAT
HIDROFOBICO (Trp/Phe/Tyr) 98 228

FONTE: Do autor.

NOTA: Residuos positivos, negativos e hidrofobicos estdo representados pelas
cores azul, vermelho e verde, respectivamente. Para a contagem de residuos
foi utilizado o software Chimera X 1.2.5.

5.4.2 Estudo da atividade da CAT em relacéo ao pH

Continuando o estudo de interacdo entre RACNT-BSA e a CAT, neste topico sera
discutido a influéncia do pH na atividade da CAT (U mL™) antes e ap6s o contato com
0s RACNT-BSA. Determinou-se o coeficiente angular do trecho linear de 120 s, referente
a reacdo entre a solucdo de H>O2 e CAT, assim, foi possivel calcular a atividade da
catalase em cada pH de cordo com a equagéo 20.

A influéncia do pH na atividade enzimatica da CAT foi estudada nos intervalos
de valores de pH 3,5 a 8,5. O resultado quantitativo da atividade enzimatica (U mg™) esta

representado na Figura 36.
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Figura 36 - Dados de atividade da CAT antes e apés da percolagéo.
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FONTE: Do autor.

NOTA: Prepararam-se solucdes de CAT (3 mg mL™?) no intervalo de pH 3,5
a 8,5. As solugdes foram preparadas em tampGes adequados para cada pH
com concentra¢do de 10 mM. Percolaram-se as solugdes em cartuchos de
SPE preenchidos com 5 mg de RACNT-BSA e assim determinou-se a
atividade enzimatica da CAT antes e depois da percolacéo.

Observando o grafico, o valor de pH de maxima atividade catalitica da CAT para
a faixa do experimento, esta entre os valores de pH (4,0 e 4,5) e (7,0 - 7,5), ressaltando
que naregido de pH (7,0 - 7,5) é onde ocorre a maioria das reacoes bioldgica, favorecendo
assim, a aplicacdo desse material. De acordo com a literatura, a medida de atividade de
CAT é dificultada em valores de pH < 4,0 e > 9,00 (BARTOSZEK; SU\LKOWSKI,
2006).

A baixa atividade no intervalo de pH (5,0 - 6,5), pode ser justificada pelo fato do
pl da catalase (5,54) ser bem préximo do pH estudado, ou seja, quanto mais préximo for
0 pH de uma solugdo proteica do seu ponto isoelétrico (pl), mais baixa sera a solubilidade

da mesma e, portanto, hd uma menor quantidade de CAT livre presente em solucéo.

5.4.3 Extracdo de Fe da CAT e determinacao de Apoproteina

Neste topico seré discutida a viabilidade da producgéo das apoproteinas a partir da
catalase. Como detalhado na revisdo da literatura, uma molécula de CAT possui quatro
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atomos de Fe complexados em sua estrutura. Assim, ap6s a remocdo dos ions Fe, a
proteina pode ser considerada uma apoproteina.

Com o intuito da extracdo do Fe presente na CAT, inicialmente foram preparadas
separadamente solucdes de CAT, 3 mg mL™ no intervalo de pH 3,5 a 8,5 nos tampdes
acetato, fosfato e TRIS-HCI com concentracao de 10 mM.

De acordo com a literatura, a concentracdo aproximada de Fe presente em uma
solugdo de CAT 3 mg L é na ordem de 1000 vezes menor, portanto a concentragdo de
Fe seria de 3 pg L, consequentemente, seria impossivel determinar essa concentragio
pelo método de FAAS. Portanto, trabalhamos com concentracdes de catalase de
3 mg mL™, consequentemente o Fe estara na ordem de 3 mg L™ (3 ppm), sendo possivel
sua quantificagcdo por FAAS. Na figura 37 estdo representados os percentuais de ferro
extraido da CAT para cada pH.

Figura 37 - Percentual de ions Fe extraidos da CAT.

G155 9642 98,46 ll 97,71 | 98,57
93,18

66,34 J 6925
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35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
pH

FONTE: Do autor.

NOTA: Preparou-se solugdes de CAT (3 mg mL™) no intervalo de
pH 3,5 a 8,5. As solugdes foram preparadas em tampdes adequados
para cada pH com concentragdo de 10 uM. Percolou-se as solugdes em
cartuchos de SPE preenchidos com 5 mg de RACNT-BSA e assim
determinou-se a concentracao de ions Fe (I11) antes e depois da
percolacéo.
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Foram avaliados a relacéo entre os trés parametros, estudos de exclusao proteica,

atividade enzimatica da CAT e extracdo de ferro da CAT, que sdo apresentados em um

gréafico (Figura 38), para fins de comparagéo.

Figura 38 - Relacéo dos parametros percentual de exclusdo, atividade enzimatica e

percentual de Fe extraido.
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Observando a figura 38, os resultados experimentais de extracdo de Fe, da da

CAT, estdo de acordo com os resultados de exclusdo, pois confirmam simultaneamente a

exclusdo de macromoléculas como proteinas e a extracdo metais. Portanto, com esse

estudo, 0s RACNT-BSA podem ser aplicados na extracdo e pré concentracdo de ions Fe

(1) e outros metais em matrizes complexas e para a producédo de apoproteinas.



101

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os mecanismos envolvidos entre os trés materiais, CNT, CNTox e RACNT-BSA,
com ions ferro em solucdo, foram baseadas nas interacfes fisicas (fisissor¢cdo) como
interacdes eletrostaticas e adsorcdo fisica e quimissorgdo como troca ibnica e
complexacdo superficial. O modelo cinético fracionario de Avrami foi o que melhor se
ajustou aos dados experimentais.

Uma menor capacidade de adsorc¢éo, de Fe, foi observada para 0s RACNT-BSA,
provavelmente como consequéncia da camada externa de BSA que obstrui o acesso do
metal aos grupos funcionais oxigenados na superficie dos CNT.

De acordo com os estudos termodinamicos, 0s RACNT-BSA apresentaram a
menor energia de Gibbs, o que pode indicar a prevaléncia da fisissor¢do em comparacao
com a quimissorcao. Por outro lado, os CNT e CNTox apresentaram maiores energias de
Gibbs, em que prevalecem os mecanismos duplos baseados na fisissorgéo e quimissorcao.

O RACNT-BSA, devido a camada externa de BSA, possui elevada capacidade de
excluir proteinas em matrizes complexas, como ja relatado e bastante consolidado na
literatura. Ressalta-se que a sensibilidade e seletividade precisam ser avaliadas em cada
aplicagdo, mas, de forma geral, o desempenho do RACNT-BSA tem sido mais vantajoso
na aplicacdo em fluidos bioldgicos sem tratamento prévio.

Também pode ser aplicado na separacdo/purificacdo de enzimas, e extracdo de
metais a partir de metaloproteinas (apoproteinas), pois as estratégias de agentes quelantes
para a remocdo de metais por dialise e cromatografia de coluna por troca i6nica sdo
técnicas demoradas e de elevado custo.

Portanto, de acordo com o estudo da interacdo do RACNT-BSA com a catalase,
este material consiste em uma alternativa para a producao de apoproteinas, pois 0 mesmo
se mostrou eficiente na remocao do ferro e a preservacao da atividade enzimatica apos
exclusdo proteica.

Os materiais CNT e CNTox apresentaram maior capacidade de adsorcéo de ferro,
em relacdo ao RACNT-BSA, em meio aquoso, sendo muito Uteis em processos de

adsortivos em amostras aquosas e ndo proteicas.
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